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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW  
7-AAD – 7-amino-aktynomycyna 
ACTH (ang. adrenocorticotropic hormone) – hormon adrenokortykotropowy, kortykotropina 
Akt (ang. Akt/Protein Kinase B) – kinaza Akt 
APC (ang. antigen-presenting cell) – komórka prezentująca antygen 
Bcl (ang. B cell lymphoma) – białko należące do rodziny białek anty-apoptycznych 
BSA (ang. Bovine Serum Albumin) – albumina surowicy bydlęcej 
CD (ang. Cluster of Differentiation) – kompleks różnicowania 
CFSE (ang. carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester) – ester sukcynoimidu dioctanu 
karboksyfluoresceiny 
CNS (ang. conserved non-coding DNA sequence) – konserwatywne niekodujące sekwencje DNA 
cTEC (ang. cortical Thymic Epithelial Cells) – korowe komórki nabłonkowe grasicy 
CTLA-4 (ang. cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4) – antygen-4 związany z limfocytem T 
cytotoksycznym 
DC (ang. dendritic cell) – komórka dendrytyczna  
Dex (ang. dexamethasone) – deksametazon  
DN (ang. double negative) – podwójnie negatywny tymocyt (termin odnosi się do tymocytów 
o fenotypie CD4-CD8-) 
DP (ang. double positive) – podwójnie pozytywny tymocyt (termin odnosi się do tymocytów 
o fenotypie CD4+CD8+) 
ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) – test immunoenzymatyczny 
Foxp3 (ang. forkhead box P3) – czynnik transkrypcyjny z rodziny forkhead 
FTOC (ang. fetal thymus organ culture) - hodowla płatów grasic płodowych  
γc (ang. common γ chain) – receptory zawierające wspólną podjednostkę γ 
GC (ang. glucocorticoids) – glukokortykoidy 
GCR (ang. glucocorticoid receptor) – receptor dla glukokortykoidów 
GFP (ang. green fluorescent protein) – białko wykazujące zieloną fluorescencję 
GITR (ang. glucocorticoid-induced TNF-family receptor) – receptor z rodziny TNF indukowany 
przez glukokortykoidy 
GM-CSF (ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) – czynnik stymulujący 
tworzenie kolonii granulocytów i makrofagów 
HPA (ang. hypothalamic-pituitary-adrenal axis) – oś podwzgórzowo–przysadkowo–
nadnerczowa 
ICAM (ang. intracellular adhesion molecule) – białko adhezji komórkowej 
ICOS (ang. inducible co-stimulator) –indukowany kostymulator limfocytów T 
IDO (ang. indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase) – 2,3-dioksygenaza indolaminowa 
IL (ang. interleukin) – interleukina  
IL-R (ang. interleukin receptor) – receptor dla interleukiny 
ITAM (ang. immunoreceptor tyrosine-based activation motif) – aktywujący motyw 
immunoreceptorowy oparty o resztę tyrozyny 
iTreg (ang. induced regulatory T cell) – indukowany limfocyt T regulatorowy  
JAK (ang. Janus-activated kinases) – kinazy janusowe, rodzina niereceptorowych kinaz 
tyrozynowych 
LAG-3 (ang. lymphocyte-activation gene 3) – gen 3 aktywacji limfocytów, CD223 
LAP (ang. latency-associated peptide) – peptyd związany z latencją 
MHC (ang. major histocompatibility complex) – główny układ zgodności tkankowej 
NFAT (ang. Nuclear factor of activated T cells) – jądrowy czynnik aktywowanych komórek T 
NFκB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) – czynnik jądrowy B 
nTreg (ang. natural regulatory T cell) – naturalny limfocyt T regulatorowy 
PBS (ang. phosphate buffered saline) – bufor fosforanowy 
PI3K (ang. phosphatidylinositide 3-kinases) – kinazy fosfatydyloinozytolu 
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pTreg (ang. peripherally-derived regulatory T cell) – limfocyt T regulatorowy pochodzący z 
obwodowych narządów limfoidalnych  
SP (ang. single positive) – pojedynczo pozytywny tymocyt (termin odnosi się do tymocytów o 
fenotypie CD4+CD8- oraz CD8+CD4-) 
STAT (ang. signal transducer and activator of transcription) – przekaźnik sygnału i aktywator 
transkrypcji 
TCR (ang. T-cell receptor) – receptor limfocytu T 
TEC (ang. thymic epithelial cell) – komórka nabłonka grasicy 
Tkonw (ang. conventionalT cell) – konwencjonalne limfocyty T  
TGF- (ang. transforming growth factor β) – transformujący czynnik wzrostu  
Th17 (ang. helper T cell) – limfocyt T pomocniczy wytwarzający IL-17 
TLR (ang. Toll-like receptors) – receptory Toll-podobne 
TNF (ang. tumor necrosis factor) – czynnik martwicy nowotworu 
TRAIL (ang. TNF-related apoptosis-inducing ligand) – ligand wywołujący apoptozę poprzez 
aktywację receptorów z rodziny TNF 
Treg (ang. regulatory T cell) – limfocyt T regulatorowy 
tTreg (ang. thymus-derived Treg) – limfocyt T regulatorowy pochodzący z grasicy 
WW – współczynnik wydajności generowania tTreg in vitro 
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STRESZCZENIE 
Pochodzące z grasicy limfocyty T regulatorowe (tTreg, ang. thymus-derived regulatory T 
cells) o fenotypie CD4+CD25+Foxp3+ odgrywają ważną rolę w utrzymaniu tolerancji 
immunologicznej. Różnorodne czynniki zaangażowane w ich powstawanie i funkcje biologiczne 
są ciągle przedmiotem badań, które są szczególnie trudne ze względu na niewielką liczbę tych 
komórek w organizmie oraz ich dużą wrażliwość na indukcję apoptozy in vitro.  
Celem niniejszej pracy było opracowanie optymalnych warunków hodowli in vitro, 
umożliwiających badanie rozwoju limfocytów tTreg oraz możliwych mechanizmów ich 
powstawania z niesortowanych tymocytów, ze szczególnym uwzględnieniem roli sygnałów 
aktywacyjnych i cytokin.  
Wykazano, że metody używane standardowo do uzyskiwania limfocytów T 
regulatorowych w drodze indukcji z aktywowanych naiwnych limfocytów T izolowanych 
z obwodowych narządów limfoidalnych są nieprzydatne w badaniu rozwoju limfocytów Treg  
powstających w grasicy. W pracy przedstawiono opracowany nowy model hodowli tymocytów 
oparty o powszechnie uznawany dwuetapowy szlak rozwoju limfocytów tTreg. W pierwszym 
etapie powstawanie limfocytów tTreg zależne jest od silnego sygnału aktywacji z udziałem 
receptora limfocytów T (TCR) i sygnału kostymulacyjnego od cząsteczki CD28, a w drugim 
etapie - od cytokin. W grasicy, sygnał do TCR dostarczany jest przez kompleks MHC II/ własny 
peptyd korowych komórek nabłonkowych grasicy, który w opracowanym modelu zastąpiony 
został przez użycie przeciwciał monoklonalnych anty-CD3. Jako źródło sygnału dostarczanego 
do CD28 wykorzystano cząsteczki kostymulatorowe ulegające ekspresji na komórkach 
prezentujących antygen, w roli których użyto niedojrzałe komórki dendrytyczne linii JAWS II. 
Nowy model hodowli tymocytów in vitro umożliwił skuteczne uzyskiwanie funkcjonalnych 
limfocytów tTreg w hodowli niesortowanych tymocytów. Wykazano, że efektywne uzyskiwanie 
limfocytów tTreg z niesortowanych tymocytów występujących fizjologicznie w grasicy wymaga 
obecności komórek prezentujących antygen oraz silnego sygnału aktywacji z udziałem 
kompleksu TCR/CD3. Obecność komórek dendrytycznych sprzyja powstawaniu tymocytów SP 
CD4+ oraz zapewnia dużą żywotność tymocytów w hodowli wskutek endocytozy komórek 
apoptotycznych. Dostarczenie tymocytom silnego sygnału aktywacji z udziałem kompleksu 
TCR/CD3 sprzyja ich ukierunkowanemu rozwojowi in vitro w limfocyty tTreg.  
Zbadano rolę wybranych cytokin w generowaniu limfocytów Treg in vitro. Wykazano, iż 
w  rozwoju limfocytów tTreg w opracowanym modelu hodowli ważną rolę odgrywają 
nie pojedyncze cytokiny, lecz ich określony zestaw, którego zastosowanie w hodowli tymocytów 
wpływa na efektywność uzyskiwania dojrzałych limfocytów tTreg. Dużą skuteczność w 
powstawaniu limfocytów tTreg in vitro wykazały IL-7 i TGF-β. Stworzone warunki umożliwiły 
powstawanie limfocytów tTreg zarówno z komórek prekursorowych, jak również w drodze 
indukcji w mikrośrodowisku cytokinowym. Uzyskane in vitro limfocyty tTreg zachowały 
aktywność supresyjną, a mechanizm ich działania nie był zależny od wydzielanych cytokin 
supresorowych: IL-10 i TGF-β.  
Opracowany model hodowli wykorzystano w badaniach wpływu glukokortykoidów na 
rozwój limfocytów tTreg in vitro. Potwierdzono rolę glukokortykoidów jako czynnika 
selekcyjnego w rozwoju limfocytów tTreg wskutek bezpośredniego działania na tymocyty 
(zróżnicowana wrażliwość tymocytów na indukcję apoptozy) oraz pośredniego na komórki 
prezentujące antygen (modulowanie ekspresji cząsteczek kostymulatorowych).  
Potwierdzono użyteczność opracowanego modelu hodowli do generowania in vitro 
limfocytów tTreg myszy starych.  
W oparciu o udowodnioną użyteczność opracowanego modelu hodowli zasugerowano jego 
potencjalną przydatność do badania roli różnych czynników w powstawaniu i funkcji 
limfocytów tTreg, będących aktualnie obiektem intensywnego zainteresowania w kontekście 
wdrażanych nowych terapii opartych o limfocyty Treg. 
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ABSTRACT 
Thymus-derived regulatory T cells (tTregs) of CD4+CD25+Foxp3+ phenotype play 
an important role in maintaining immune tolerance. Distinct factors involved in their generation 
and biological functions are still the subject of research. Due to the small number of these cells in 
the body and their high sensitivity to the induction of apoptosis in vitro, research on factors 
affecting their development is highly difficult.  
The aim of this study was to develop optimal conditions for in vitro culture, to enable the 
study on tTreg development from unsorted thymocytes, with particular attention on the role of 
activation signals and cytokines in the generation of these cells.  
The methods used as standard for obtaining regulatory T cells by induction from activated 
naive T cells isolated from peripheral lymphoid organs are not useful in studying the 
development of thymus-derived Tregs. 
Within the study the new in vitro culture model has been developed based on the widely 
recognized two-stage tTreg development pathway. The first step of tTreg development is 
dependent on a strong signal provided by T cell receptor (TCR) and a co-stimulatory signal by 
CD28 molecule, the second stage is dependent on cytokines. In the thymus, the signal for TCR is 
delivered by MHC II/self-peptide complexes of cortical thymic epithelial cells, which has been 
replaced in presented model by the use of anti-CD3 monoclonal antibodies. As the source for the 
CD28 signal, costimulatory molecules of JAWS II immature dendritic cells have been used. The 
new culture model allowed the generation of functional tTregs from unsorted thymocytes. It has 
been confirmed that efficient generation of tTregs in vitro from unsorted thymocytes occurring 
physiologically in the thymus requires antigen presenting cell-thymocyte contact and strong 
signal to the TCR/CD3 complex. Dendritic cells contact promotes generation of SP CD4+ and 
provides high viability of thymocytes in culture due to endocytosis of apoptotic cells by JAWS II 
cells.  Strong signal to the TCR/CD3 complex  provides lineage commitment of precursors cells 
into tTregs in vitro. 
The role of selected cytokines in the generation of Tregs in vitro was examined. It has been 
shown that during tTreg development, not only single cytokines play an important role, but their 
set, which supplementation in vitro affects the efficiency of tTreg generation. IL-7 and TGF-β 
have been shown to be highly effective in the development of tTregs in vitro. Created conditions 
enabled the generation of tTreg cells from both precursor cells as well as by induction under 
cytokine microenvironment. The suppressive activity of generated in vitro tTregs has been 
maintained, while the mechanism of their action was not dependent on secreted suppressor 
cytokines: IL-10 and TGF-β. 
The new model has been utilized to conduct studies on the effect of glucocorticoids on the 
development of tTregs. The role of glucocorticoids as selective factor in tTreg development has 
been confirmed acting directly on thymocytes (by differentiated sensitivity of thymocytes to 
glucocorticoids-induced apoptosis) and indirectly on antigen presenting cells (by modulating 
the expression of costimulatory molecules on their surface). 
The utility of the developed model for in vitro generation of tTregs of old mice was 
confirmed. 
Based on the proven utility of the developed culture model, it has been suggested as a 
potential research tool for the studies on the role of distinct factors in generation and function of 
tTreg, including pilot studies for new therapies based on Treg to be developed nowadays. 
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1 WSTĘP  
1.1 WPROWADZENIE 
 
Głównymi funkcjami układu odpornościowego są obrona organizmu przed 
patogenami, eliminacja komórek starych, martwych i nowotworowych oraz utrzymanie 
tolerancji na własne antygeny, a także współdziałanie z układem nerwowym 
i hormonalnym w zapewnieniu homeostazy organizmu. Zaburzenie funkcji układu 
odpornościowego może prowadzić do niedoborów odporności (osłabienia lub 
zahamowania zdolności układu odpornościowego do odpowiedzi na antygeny), 
nadwrażliwości (nadmiernej reakcji organizmu na kontakt z alergenami lub antygenami 
konwencjonalnymi) oraz autoimmunizacji (nieprawidłowej reakcji organizmu nawłasne 
antygeny). Za utrzymanie tolerancji na własne antygeny oraz hamowanie nadmiernej 
lub niepożądanej odpowiedzi immunologicznej odpowiada wyspecjalizowana populacja 
komórek, zwanych limfocytami T regulatorowymi (Treg) [1][2].  
Limfocyty Treg stanowią grupę komórek kluczowych w utrzymaniu homeostazy 
w układzie odpornościowym, która ma miejsce tylko wówczas, gdy zachowana jest 
odpowiednia równowaga pomiędzy limfocytami T konwencjonalnymi (Tkonw) 
i limfocytami Treg (Ryc. 1). Zbyt mała liczba limfocytów Treg, zaburzenie ich funkcji lub 
też niewrażliwość efektorowych komórek układu odpornościowego na działanie 
limfocytów Treg prowadzą do rozwoju chorób autoimmunizacyjnych [3]. Przykładowo, 
obniżony poziom krążących limfocytów Treg stwierdzono m.in. u osób 
z reumatoidalnym zapaleniem stawów, toczniem rumieniowatym układowym 
i łuszczycowym zapaleniem stawów [4]. Z kolei, w przebiegu stwardnienia rozsianego 
i cukrzycy typu 1 wykazano, że obecne limfocyty Treg utraciły funkcję supresyjną [5][6]. 
Mechanizm sprzężenia zwrotnego odpowiedzialny za utrzymanie równowagi ilościowej 
pomiędzy limfocytami Tkonw i Treg jest istotny w procesie hamowania aktywacji 
konwencjonalnych limfocytów T, co chroni organizm przed rozwojem nadmiernego 
stanu zapalnego. 
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RYC. 1 ROLA LIMFOCYTÓW TREG  W UTRZYMANIU TOLERANCJI NA ANTYGENY WŁASNE  
Zachowanie odpowiedniej proporcji ilościowej pomiędzy konwencjonalnymi i regulatorowymi 
limfocytami T oraz prawidłowa funkcja supresyjna limfocytów Treg pozwalają na utrzymanie 
homeostazy w układzie odpornościowym, stanowiąc jeden z ważnych mechanizmów utrzymania 
tolerancji immunologicznej. Zaburzenia ilościowe lub jakościowe tej równowagi związane 
z niewrażliwością konwencjonalnych limfocytów T na działanie limfocytów Treg, zmniejszeniem 
ich liczby lub zahamowaniem aktywności supresyjnej skutkują zaburzeniem tej homeostazy i mogą 
prowadzić do reakcji autoimmunizacyjnych. 
 
W warunkach fizjologicznych funkcja supresyjna limfocytów Treg odpowiada 
za utrzymanie tolerancji na antygeny własne, antygeny niekonwencjonalne (alergeny), 
antygeny płodu oraz antygeny pokarmowe i mikrobioty jelitowej [7][8][9]. Możliwość 
wykorzystania supresyjnej aktywności limfocytów Treg w terapii chorób 
autoimmunizacyjnych, nadwrażliwości na antygeny konwencjonalne i alergeny oraz 
indukcji tolerancji transplantacyjnej czyni te komórki przedmiotem nieustających badań 
podstawowych i klinicznych [10]. Badania z wykorzystaniem zwierząt laboratoryjnych 
i zastosowaniem adoptywnego transferu limfocytów Treg prowadzone są już od 
piętnastu lat [11][12]. Pierwsze publikacje opisujące wyniki badań klinicznych 
z zastosowaniem limfocytów Treg u ludzi ukazały się w roku 2009 [13][14], a liczba 
zarejestrowanych badań klinicznych w chwili pisania niniejszej pracy wynosiła 859 
pozycji (dane z https://www.clinicaltrials.gov/ z dnia 12-04-2019). Wyniki pierwszej 
fazy badań klinicznych z zastosowaniem limfocytów Treg w terapii cukrzycy typu 1 
potwierdziły bezpieczeństwo ich stosowania [15]. Aktualnie prowadzone badania 
kliniczne dotyczą zastosowania tych komórek w terapii takich chorób jak toczeń 
rumieniowaty układowy, choroba Leśniowskiego–Crohna, pęcherzyca, astma, 
reumatoidalne zapalenie stawów, stwardnienie rozsiane, choroba Gravesa-Basedova, 
oraz w indukcji tolerancji immunologicznej po przeszczepie wątroby, nerki, a także 
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w hamowaniu reakcji przeszczep przeciwko gospodarzowi [16][17][18]. Z drugiej 
strony, nadmierna aktywność limfocytów Treg może być niepożądana w hamowaniu 
odpowiedzi przeciwnowotworowej, co także czyni je przedmiotem licznych badań 
ukierunkowanych na ograniczenie lub regulację ich funkcji supresyjnej [19]. Szeroki 
wachlarz potencjalnych zastosowań klinicznych opartych o wykorzystanie limfocytów 
Treg skłania do szczegółowych badań czynników warunkujących ich powstawanie 
i aktywność supresyjną, co jest przedmiotem niniejszej rozprawy.  
Limfocyty T regulatorowe stanowią heterologiczną grupę limfocytów, 
klasyfikowanych w oparciu o ekspresję markerów powierzchniowych oraz główne 
mechanizmy ich działania: CD4+CD25+, Tr1, Th3, CD4+CD25-, CD8+CD28-, limfocyty 
NKT, limfocyty Tγδ [20][21][22][23]. Najważniejsze spośród opisanych dotychczas 
mechanizmów supresji obejmują: 1/ wydzielanie cytokin supresyjnych, 2/ 
cytotoksyczność z udziałem granzymów i perforyn, 3/ sekwestrację cytokin, 4/ supresję 
za pośrednictwem komórek prezentujących antygen, 5/ zaburzenia metaboliczne 
[24][25][26]. Mechanizmy te opisano szczegółowo w sekcji 1.3. Mechanizmy 
supresyjnego działania limfocytów T regulatorowych. Dotychczas opisane rodzaje 
komórek regulatorowych zestawiono w Tab. 1 poniżej (wg. Bocian i wsp.) [27]: 
 
Rodzaje limfocytów 
T regulatorowych 
Funkcje Mechanizmy supresji Źródła 
tTreg i pTreg  
(CD4+CD25+Foxp3+) 
 Supresja proliferacji i wydzielania 
cytokin przez konwencjonalne 
limfocyty T CD4+CD25- 
 Utrzymanie homeostazy 
 Ochrona przed autoimmunizacją i 
nadwrażliwością na alergeny i 
antygeny konwencjonalne 
 Kontakt komórka-
komórka 
 IL-10, TGF-β i IL-35 
 Granzymy (cytoliza) 
 Konkurencyjne 
wykorzystanie cytokin 
 Inaktywacja komórek 
prezentujących 
antygen 
[28] 
[29] 
[30] 
Th3 (CD4+CD25+) 
zmienna ekspresja 
Foxp3  
 Supresja proliferacji limfocytów 
Th1 i Th2 
 Tolerancja pokarmowa 
 TGF-β  [31] 
[32] 
Tr1 (CD4+CD25-
/low) 
 Supresja proliferacji i wydzielania 
cytokin przez aktywowane naiwne 
limfocyty T CD4+CD25-, Th1, Th2 
 TGF-β [33] 
Treg (CD8+CD28-)  Supresja odpowiedzi 
odpornościowej przez modulację 
komórek dendrytycznych 
 Udział w rozwoju tolerancji 
transplantacyjnej 
 Interakcja z ligandami 
na komórkach 
dendrytycznych 
 IL-10 i TGF-β 
[32] 
[34] 
Treg (CD8+CD28+)  Blokowanie aktywacji naiwnych 
konwencjonalnych limfocytów T 
 Supresja syntezy przeciwciał 
 Kontakt komórka-
komórka 
 IL-10, TNF-α, IFN-γ 
[34] 
[35] 
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IgG/IgE, syntezy IL-4 oraz 
proliferacji limfocytów T 
CD4+CD25- 
 Granzymy 
γδ Treg  Supresja odpowiedzi 
przeciwnowotworowej i 
 przeciwinfekcyjnej 
 IL-10 i TGF-β [36] 
[37] 
NKT  
(CD4-CD8-TCRαβ+) 
 Tolerancja obwodowa 
 Supresja odpowiedzi 
odpornościowej przez modulację 
komórek dendrytycznych 
 Blokowanie odpowiedzi 
przeciwnowotworowej 
 Udział w rozwoju tolerancji 
transplantacyjnej 
 IL-4, IFN-γ, TGF-β [23] 
[32] 
[38] 
TAB. 1 RODZAJE LIMFOCYTÓW T REGULATOROWYCH (według Bocian i wsp. [27]) 
 
W niniejszej pracy opisano badania dotyczące limfocytów Treg o fenotypie 
CD4+CD25+Foxp3+ pochodzących z grasicy. Chociaż komórki te stanowią przedmiot 
intensywnych badań od ponad dwudziestu lat [39], do tej pory nie opracowano 
odpowiedniego modelu hodowli, umożliwiającego ich skuteczne generowanie in vitro 
z występujących fizjologicznie w grasicy niezróżnicowanych prekursorowych 
tymocytów. Potrzeba poznania czynników odpowiedzialnych za powstawanie 
limfocytów tTreg in vitro oraz utrzymanie ich funkcji supresyjnej, przeżywalności 
i zdolności do proliferacji stała się podstawą badań podjętych w niniejszej pracy 
doktorskiej.  
1.2 CHARAKTERYSTYKA FENOTYPOWA LIMFOCYTÓW T REGULATOROWYCH 
Najlepiej scharakteryzowanym i najintensywniej badanym rodzajem spośród 
limfocytów T regulatorowych przedstawionych w Tab. 1 są limfocyty Treg o fenotypie 
CD4+CD25+Foxp3+. Historia badań tych komórek sięga lat 90. XX wieku, gdy Sakaguchi i 
jego współpracownicy wykazali, że uznawane do tego czasu za aktywowane, limfocyty T 
o fenotypie CD4+CD25+ zdolne są do utrzymania tolerancji na własne antygeny 
[39][40]. Obserwacje te powiązano z jeszcze starszymi wynikami badań z końca lat 60., 
kiedy to Nishizuka i Sakakura wykazali, że usunięcie grasicy w trzecim dniu życia samicy 
myszy skutkowało zniszczeniem jajników [41]. Co interesujące, przeprowadzenie 
tymektomii w siódmym dniu po urodzeniu nie wywierało już takiego efektu. W oparciu 
o powyższe obserwacje, Nishizuka i Sakakura postawili tezę, że u myszy trzydniowych 
wykształcone są już dojrzałe konwencjonalne limfocyty T i ulegają migracji z grasicy, 
podczas gdy limfocyty o właściwościach supresyjnych zasiedlają obwodowe narządy 
22 
 
limfoidalne dopiero siedem dni po urodzeniu [41]. Kontynuacja badań zachorowalności 
myszy na choroby autoimmunizacyjne wskutek tymektomii u noworodków 
jednoznacznie potwierdziły, że rozwój tolerancji na własne antygeny u ssaków jest 
nierozłącznie związany z obecnością limfocytów T regulatorowych [42][43][44]. Wyniki 
te wskazały na heterogenność limfocytów T CD4+, wśród których znajdują się 
przeciwstawne pod względem aktywności limfocyty supresorowe (później określane 
jako limfocyty Treg) i konwencjonalne limfocyty T (Tkonw) [45].  
Wśród limfocytów T regulatorowych o fenotypie CD4+CD25+Foxp3+ można 
wyróżnić dwie populacje komórek w oparciu o ich pochodzenie. Pierwszą stanowią 
pochodzące z grasicy limfocyty T regulatorowe (tTreg, ang. thymus-derived Treg). Drugą 
populację limfocytów T o identycznym fenotypie, stanowią limfocyty T regulatorowe 
pochodzące z obwodowych narządów limfoidalnych (pTreg, ang. peripherally-derived 
Treg). Obowiązujący aktualnie podział limfocytów Treg na tTreg i pTreg zastąpił 
stosowaną wcześniej klasyfikację limfocytów Treg opartą o mechanizm ich powstawania 
[46]. Wyróżniano wówczas naturalne limfocyty T regulatorowe (nTreg), które 
powstawały w grasicy de novo z komórek prekursorowych oraz indukowane Treg 
(iTreg) generowane wskutek różnicowania aktywowanych naiwnych limfocytów T 
CD4+CD25- w środowisku transformującego czynnika wzrostu β (TGF-β, ang. 
transforming growth factor β), który indukuje w nich ekspresję czynnika 
transkrypcyjnego Foxp3 [47]. 
 Wprowadzona zmiana podziału limfocytów Treg z „nTreg” i „iTreg” na „tTreg” i 
„pTreg” zastąpiła obowiązującą do niedawna terminologię, chociaż, terminy te nie 
zawsze mogą być stosowane zamiennie. Nowe nazewnictwo odnosi się do pochodzenia 
tych komórek, niezależnie od mechanizmu ich powstawania. Dlatego we wstępie pracy 
podkreślono różnice w systemach klasyfikacji limfocytów T regulatorowych, 
zaznaczając, że niniejsza praca skupia się na powstawaniu in vitro limfocytów T 
regulatorowych o fenotypie CD4+CD25+Foxp3+ pochodzących z grasicy, określanych 
obecnie jako limfocyty tTreg. 
Limfocyty tTreg i pTreg charakteryzowane są najczęściej na podstawie obecności 
głównych markerów powierzchniowych CD4 i CD25 oraz markera 
wewnątrzkomórkowego, którym jest czynnik transkrypcyjny Foxp3. W odniesieniu 
do tych komórek stosowany jest także termin limfocyty T regulatorowe (Treg), chociaż 
jak wynika z Tab. 1 wyróżnia się także limfocyty Treg o innym fenotypie. W dalszej 
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części dysertacji termin limfocyty Treg stosowany będzie w odniesieniu do limfocytów T 
regulatorowych o fenotypie CD4+CD25+Foxp3+. Istnieje szereg innych markerów 
powierzchniowych i wewnątrzkomórkowych wykorzystywanych do analizy 
fenotypowej limfocytów Treg. Z uwagi na fakt, że standardowe markery limfocytów 
tTreg i pTreg są jednakowe, w Tab. 2 przedstawiono markery wykorzystywane 
do charakterystyki fenotypowej tych komórek niezależnie od ich pochodzeniach, 
z podziałem na występujące wyłącznie u myszy lub człowieka oraz obecne u obu 
gatunków. W tekście poniżej opisano zaś wybrane markery, istotne z punktu widzenia 
niniejszej rozprawy. 
Mysz Człowiek 
CD11b/CD18high, CD25+, CD30, 45RBlow, CD5high, CD69, 
CD150low, TNFRII, OX40, 4-1BB, TRANCER, CD103(aE), 
CCR2, CCR6, CCR7, CXCR3, Nrp1, PD-1, TLR4, TLR7, 
galektyna-1, Ly6A/Ehigh, TGFβR1, LAP 
CD25high, CD27, CD45ROhigh, CD58, CD83, 
CD95high, HLA-DRlow, a4β1, a4β7, CCR4, CCR8, 
Granzym A 
Foxp3, Helios, CD122high, CD132, CD28, CD38high, CD44high, ICOS 
CD62L, CD54, CD71, CD127, GITR, TLR5, TLR8, TGF-β, CTLA-4, LAG-3, GARP, CD45RA 
TAB. 2 MARKERY LIMFOCYTÓW TREG MYSZY I CZŁOWIEKA (według [48][49][50]) 
 
Głównym markerem wykorzystywanym do identyfikacji limfocytów Treg jest 
należący do rodziny forkhead/winged-helix czynnik transkrypcyjny Foxp3 (ang. 
forkhead box P3), znany także jako skurfina [26][51][52]. Czynnik Foxp3 został po raz 
pierwszy opisany w 2001 roku u myszy scurfy, u których mutacja genu foxp3 prowadziła 
do rozwoju ciężkich chorób autoimmunizacyjnych [53]. Podobnie u człowieka, mutacje 
w genie Foxp3 powodują zespół sprzężonego z chromosomem X zespołu dysregulacji 
immunologicznej, poliendokrynopatii i enteropatii (IPEX, ang. immunodysregulation, 
polyendocrinopathy and enteropathy, X-linked) objawiający się wielonarządowymi 
zaburzeniami o podłożu autoimmunizacyjnym [54]. Zaobserwowano, że zarówno 
mutacja jak i delecja genu foxp3 u myszy, a także usunięcie limfocytów Treg skutkowało 
rozwojem chorób autoimmunizacyjnych [55], co powiązano ze znacznie wcześniejszymi 
wynikami badań Nishizuki i Sakakury [41]. Wyniki dalszych badań wykazały, 
że rozwojowi letalnych chorób limfoproliferacyjnych i autoimmunizacyjnych u myszy 
scurfy można zapobiec poprzez transfer funkcjonalnych limfocytów Treg myszy szczepu 
dzikiego [55]. Powyższe obserwacje doprowadziły do wniosku, że zarówno u myszy jak 
i człowieka, mutacje genu kodującego czynnik transkrypcyjny Foxp3 prowadzą do 
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rozwoju letalnych chorób autoimmunizacyjnych, a limfocyty Treg wykazujące ekspresję 
czynnika Foxp3 pełnią ważną rolę w ich zapobieganiu [56].  
Poprzez szereg bezpośrednich i pośrednich oddziaływań, czynnik Foxp3 
przyczynia się do różnicowania limfocytów Treg oraz nabywania i utrzymania przez nie 
funkcji supresyjnej, której intensywność zależy od poziomu jego ekspresji w limfocytach 
Treg [49][57][58][59][60][61][62][63][64]. 
Do indukcji ekspresji czynnika Foxp3 dochodzi na skutek aktywacji czynnika 
NF-κβ po interakcji receptora limfocytu T (TCR, ang. T-cell receptor) z kompleksem MHC 
II/ peptyd na komórce prezentującej antygen. Drugą możliwą drogą indukcji ekspresji 
czynnika Foxp3 jest aktywacja szlaku sygnałowego NFAT w wyniku aktywacji limfocytu 
pod wpływem jonów Ca2+ [65]. Do czynników pochodzących z mikrośrodowiska, które 
indukują syntezę Foxp3 należą m.in. cytokiny (w tym IL-2 [66][67][68] i TGF-β [69]) 
oraz niektóre hormony, np. glukokortykoidy [70][71][72][73].  
Zależnie od interakcji z innymi czynnikami transkrypcyjnymi, czynnik 
transkrypcyjny Foxp3 może działać zarówno jako aktywator jak i represor transkrypcji 
genów. Aktywacyjne działanie czynnika Foxp3 obserwowane jest w przypadku syntezy 
CD25, CTLA-4 i GITR, gdy Foxp3 wiąże się z odpowiadającymi regionami 
promotorowymi genów [74]. Jednocześnie, czynnik ten wpływa także na zmniejszenie 
ekspresji genów kodujących cytokiny takie jak IL-2, IL-4 i IFN-γ poprzez zahamowanie 
aktywności czynników NFκB i NFAT [75][76][77][78]. 
Ekspresja Foxp3 w limfocytach tTreg jest konstytutywna, zaś w limfocytach pTreg 
- indukowana [79]. Synteza białka Foxp3 w limfocytach tTreg i pTreg podlega regulacji 
z udziałem trzech konserwatywnych sekwencji niekodujących DNA (CNS, ang. conserved 
non-coding DNA sequence) zlokalizowanych w obrębie locus Foxp3. Sekwencje te 
stanowią: (1) „element pionierski” – sekwencja CNS3, odpowiadająca za rozluźnienie 
chromatyny i rozpoczęcie transkrypcji Foxp3, (2) „element pamięci” – sekwencja CNS2 
stabilizująca ekspresję czynnika Foxp3 oraz (3) sekwencję CNS1 zawierająca sekwencję 
DNA rozpoznawaną przez TGF-β/NFAT (ang. TGF-β/NFAT response element), który 
indukuje ekspresję Foxp3 w limfocytach pTreg pod wpływem sygnału od TGF-β lub 
kwasu retinowego. U myszy pozbawionych sekwencji CNS1 dochodzi do zahamowania 
rozwoju limfocytów pTreg, ale nie tTreg, czyniąc je potencjalnie przydatnym narzędziem 
do rozróżnienia tych populacji limfocytów Treg. 
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Pogląd, że Foxp3 jest jedynym czynnikiem transkrypcyjnym koniecznym do 
identyfikacji limfocytów Treg został zakwestionowany [59][80]. Wskutek aktywacji 
konwencjonalnych limfocytów T (szczególnie w obecności TGF-β), może dochodzić do 
przejściowej, wysokiej ekspresji czynnika Foxp3 przy jednoczesnym braku funkcji 
supresyjnej tych komórek [81][82][83][59][84].  
Drugim markerem stosowanym powszechnie do identyfikacji limfocytów Treg jest 
cząsteczka CD25, stanowiąca podjednostkę α receptora IL-2 (IL-Rα). Marker ten obecny 
jest zarówno na powierzchni limfocytów Treg myszy jak i człowieka. Ulega także 
ekspresji na aktywowanych limfocytach Tkonw oraz limfocytach T pamięci, przez co nie 
może być traktowany jako wyłączny marker limfocytów Treg. Ekspresja tego białka 
na limfocytach Treg jest konstytutywna i większa (CD25high) niż na aktywowanych 
limfocytach Tkonw, co jedynie ułatwia ich identyfikację [51][85][86][87][88]. 
Zróżnicowanie ekspresji CD25 na tymocytach SP CD4+ umożliwia także identyfikację 
stadiów rozwojowych limfocytów tTreg: niedojrzałych - CD4+CD25low i dojrzałych - 
CD4+CD25high. Dzięki temu w praktyce laboratoryjnej możliwe jest rozróżnianie 
populacji funkcjonalnie dojrzałych limfocytów tTreg w oparciu o wysoką ekspresję 
CD25 [85][89]. 
 Uznaje się, że do indukcji funkcji supresyjnej limfocytów Treg wymagana jest 
transdukcja sygnału od receptora IL-2 (IL-2R). Zważywszy, że aktywowane limfocyty 
Treg nie syntetyzują IL-2, konstytutywna, wysoka ekspresja białka CD25 zapewnia im 
skuteczne konkurowanie o IL-2 wydzielaną przez inne komórki [90]. Myszy 
z niefunkcjonalnym genem IL-2R lub niezdolne do syntezy IL-2, charakteryzują się 
zredukowaną liczbą limfocytów Treg w grasicy i w obwodowych narządach 
limfoidalnych, oraz dodatkowo, zwiększoną liczbą i aktywnością proliferacyjną 
konwencjonalnych limfocytów T CD4+ [91][92].  
Interesującym markerem, w kontekście niniejszej pracy, jest także cząsteczka 
CD127, będąca łańcuchem α receptora IL-7 (IL-7Rα). Ekspresja CD127 ma miejsce 
zarówno na limfocytach myszy jak i człowieka, a poziom jej ekspresji jest zróżnicowany 
i zależy od wielu czynników. U myszy podstawowy poziom ekspresji CD127 jest niższy 
na limfocytach Treg niż Tkonw. Poziom ekspresji CD127 ulega zwiększeniu także 
na limfocytach Treg podczas ich aktywacji in vivo oraz in vitro [93]. Przez długi czas 
uważano, że ekspresja CD127 na limfocytach Treg człowieka jest niezmiennie niska. 
Z tego względu limfocyty Treg człowieka oznaczano na podstawie fenotypu 
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CD4+CD25+CD127−[48][94]. Jak się jednak okazało, również w przypadku limfocytów 
Treg człowieka, ekspresja CD127 może być różna w zależności od lokalizacji i stopnia 
aktywacji tych komórek [93]. 
Ważnym czynnikiem w indukcji aktywności supresyjnej limfocytów Treg myszy 
i człowieka jest białko CTLA-4 (ang. cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4; 
antygen-4 związany z limfocytem cytotoksycznym). CTLA-4 jest homologiem cząsteczki 
CD28 i podobnie jak CD28, wiąże się z białkami CD80 i CD86 występującymi w błonie 
komórkowej komórek prezentujących antygen. CTLA-4 ulega konstytutywnej ekspresji 
na limfocytach Treg, a jego poziom koreluje z ich aktywnością supresyjną. Marker 
CTLA-4 ulega ekspresji także na powierzchni limfocytów T konwencjonalnych 
aktywowanych antygenem stanowiąc sygnał ujemnego sprzężenia zwrotnego 
skutkujący zahamowaniem odpowiedzi immunologicznej limfocytów T [95][96][97][98] 
[99]. 
LAG-3 (ang. lymphocyte-activation gene 3, gen 3 aktywacji limfocytów), będący 
ligandem MHC II, stosowany jest jako niespecyficzny, pomocniczy marker 
w identyfikacji funkcjonalnych Treg myszy. Obecny jest nie tylko na aktywowanych 
limfocytach Treg, ale także na aktywowanych konwencjonalnych limfocytach T CD4+. 
Podobnie jak CTLA-4, LAG-3 pełni rolę negatywnego regulatora proliferacji i aktywacji 
limfocytów T, a dodatkowo jego obecność jest wymagana do efektywnej funkcji 
supresyjnej limfocytów Treg [100]. U człowieka marker ten ulega konstytutywnej 
ekspresji na ok. 3% limfocytów pTreg i jest charakterystyczny dla dojrzałych, 
aktywowanych limfocytów Treg o dużej aktywności supresyjnej [49][100][101][102]. 
Kolejnym ważnym markerem limfocytów tTreg myszy i człowieka jest receptor 
TNF indukowany glukokortykoidami (GITR, ang. glucocorticoid-induced TNFR family 
related gene). Związanie przez GITR liganda GITR (GITRL, ang. GITR Ligand) skutkuje 
osłabieniem funkcji regulatorowej limfocytów Treg. GITR obecny jest również 
na konwencjonalnych limfocytach T CD4+ i CD8+, a jego ekspresja ulega szybkiemu 
zwiększeniu wskutek aktywacji [103][104][105]. Uważany jest także, za marker 
komórek prekursorowych limfocytów tTreg [67]. 
Zidentyfikowany niedawno czynnik transkrypcyjny Helios, kodowany u myszy 
i człowieka przez gen Ikaros, wydawał się dobrym kandydatem do rozróżniania 
limfocytów tTreg i pTreg [106][107]. Jednakże, wyniki dalszych badań wykazały, 
że niektóre limfocyty tTreg pozbawione są jego ekspresji, a część limfocytów pTreg oraz 
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aktywowanych limfocytów Tkonw charakteryzuje się fenotypem Helios+ 
[48][107][108]. Krytyczną analizę wyników badań dotyczących ekspresji tego czynnika 
transkrypcyjnego przedstawiono w publikacji z 2016 roku, która wykazała, że i ten 
marker nie może być traktowany jako unikatowy dla tTreg, gdyż wśród limfocytów Treg 
człowieka pochodzących z grasicy występują zarówno limfocyty Helios+ jak i Helios- 
[108]. 
Neuropilina-1 (Nrp-1) uważana była, za marker umożliwiający odróżnienie 
limfocytów tTreg od pTreg. Początkowo jej ekspresję wykazywano wyłącznie na 
limfocytach tTreg. Jak wykazały dalsze badania, także i w tym przypadku stwierdzono 
ekspresję Nrp-1 na limfocytach pTreg, czyniąc ten marker nieprzydatnym do 
rozróżniania populacji limfocytów Treg zależnie od pochodzenia [25][109][110]. 
Wszystkie wymienione powyżej markery nie są charakterystyczne wyłącznie dla 
limfocytów T regulatorowych powstających w grasicy, lecz również dla limfocytów 
pTreg indukowanych wskutek aktywacji w obwodowych narządach limfoidalnych 
[50][51][95][105][111]. Obie populacje współtworzą heterogenną grupę limfocytów 
Treg wspólnie zasiedlających obwodowe narządy limfoidalne, wśród których większość 
stanowią limfocyty Treg pochodzące z grasicy [112]. 
1.3 MECHANIZMY SUPRESYJNEGO DZIAŁANIA LIMFOCYTÓW T  
REGULATOROWYCH 
 
Indukcja funkcji supresorowej limfocytów Treg wymaga ich aktywacji 
za pośrednictwem receptora TCR i przy udziale IL-2 lub innych cytokin wiązanych przez 
receptory należące do rodziny charakteryzującej się występowaniem wspólnego 
łańcucha γ (γc, ang. common γ chain) [19][113][114]. Limfocyty T regulatorowe 
wykazują aktywność supresyjną względem wielu komórek układu odpornościowego w 
tym limfocytów T, limfocytów B, komórek NK, NKT oraz monocytów i komórek 
dendrytycznych. Najlepiej scharakteryzowaną funkcją limfocytów Treg jest supresja 
funkcji konwencjonalnych limfocytów T, najwcześniej rozpoznanych komórek 
docelowych. Immunosupresja z udziałem limfocytów Treg zachodzi przy udziale kilku 
mechanizmów skutkujących bezpośrednio lub pośrednio zahamowaniem aktywacji, 
proliferacji i wytwarzania cytokin przez komórki docelowe. Funkcje supresyjne 
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limfocytów Treg stanowią nadal przedmiot intensywnych badań. Główne mechanizmy 
supresji z udziałem limfocytów Treg (Ryc. 2) przedstawiono poniżej.  
 
1. Wydzielanie cytokin supresorowych: Limfocyty Treg hamują aktywację i proliferację 
limfocytów Tkonw poprzez wydzielanie cytokin supresorowych takich jak TGF-β, 
IL-10 i IL-35. 
a. IL-10 hamuje syntezę cytokin przez aktywowane limfocyty Tkonw oraz 
makrofagi [115]. Przyczynia się także do obniżenia ekspresji cząsteczek MHC II, 
ICAM-1, CD80 i CD86 na komórkach prezentujących antygen [27][116]. Ponadto 
interakcja IL-10 z receptorem komórki docelowej prowadzi do zahamowania 
fosforylacji tyrozyny w cytoplazmatycznej części CD28 i przekazu sygnału 
na szlaku PI3K-AKT z udziałem kinaz fosfatydyloinozytolu (PI3K, 
ang. phosphatidylinositide 3-kinases) i kinaz Akt (ang. Akt/Protein Kinase B), co 
w konsekwencji prowadzi do zahamowania translokacji czynnika NF-κB 
i syntezy cytokin prozapalnych [24][117][118]. 
 
b. Rodzina czynników TGF-β obejmuje kilka białek o zbliżonej strukturze i 
funkcjach, w tym supresyjnej względem aktywowanych makrofagów, limfocytów 
T i B oraz komórek NK [24][119]. Podobnie jak IL-10, TGF-β hamuje ekspresję 
cząsteczek MHC II na komórkach prezentujących antygen oraz proliferację 
limfocytów Tkonw [24][119]. W obecności dużych stężeń IL-2, TGF-β indukuje 
wzrost ekspresji CD25 (IL-2Rα), CD122 (IL-2Rβ) i CTLA-4 na naiwnych 
aktywowanych limfocytach T CD4+ prowadząc do ich różnicowania w limfocyty 
Treg [27][120]. 
 
c. Odkryta niedawno IL-35 wydzielana jest wyłącznie przez limfocyty Treg. 
Wykazano, że IL-35 hamuje proliferację limfocytów Tkonw in vitro. Biologiczna 
aktywność IL-35 nie jest jeszcze dobrze poznana, podobnie jak jej wpływ na inne 
komórki układu odpornościowego, takie jak komórki dendrytyczne i makrofagi 
[27][121][122]. 
 
2. Cytotoksyczność z udziałem granzymów i perforyn: Limfocyty Treg mogą 
wykazywać właściwości cytolityczne względem limfocytów Tkonw oraz komórek 
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prezentujących antygen poprzez sekrecję granzymów (Granzymu A – u człowieka 
i Granzymu B – u myszy) oraz perforyn [24][27]. Cząsteczki perforyn wbudowują się 
do błony lipidowej komórki docelowej i polimeryzują w obecności jonów wapnia, 
tworząc pory transbłonowe, przez które wnikają granzymy wykazujące aktywność 
proteazy serynowej. Granzymy mogą również wnikać do komórki w procesie 
endocytozy, w której pośredniczy receptor fosforanu-6-mannozy. W tym przypadku 
perforyny uwalniają granzymy z endosomów w cytozolu. Niezależnie od sposobu 
dotarcia do wnętrza komórki docelowej, granzymy indukują jej apoptozę [24]. 
 
3. Sekwestracja cytokin: Poprzez zużywanie cytokin wiązanych przez receptory 
należące do rodziny charakteryzującej się występowaniem γc, takich jak IL-2, IL-4, 
IL-7, IL-15 i TSLP, limfocyty Treg w pośredni sposób przyczyniają się do 
zmniejszenia żywotności, zahamowania aktywacji i proliferacji limfocytów Tkonw 
[30]. Przykładowo, IL-2 nie jest syntetyzowana przez limfocyty Treg, lecz przez 
konwencjonalne limfocyty T oraz komórki prezentujące antygen. Z kolei limfocyty 
Treg charakteryzują się większą awidnością receptorów tej cytokiny. W efekcie, 
ograniczenie dostępu limfocytom Tkonw do IL-2 prowadzi do zahamowania ich 
aktywacji i proliferacji oraz do indukcji ekspresji białek proapoptotycznych [24][30].  
 
4. Supresja za pośrednictwem komórek prezentujących antygen: Bezpośrednie 
oddziaływanie limfocyt Treg - APC, z udziałem CTLA-4, LAG-3 i Nrp-1, prowadzi do 
zahamowania dojrzewania komórek dendrytycznych (DC, ang. dendritic cells) 
i zahamowania ich zdolności do aktywacji limfocytów Tkonw [99][123][124]. 
 
a. CTLA-4 ulega konstytutywnej ekspresji na limfocytach Treg oraz indukowanej 
na aktywowanych limfocytach Tkonw. Jest homologiem cząsteczki CD28 
i współdzieli z nią ligandy CD80 i CD86 na komórkach prezentujących antygen. 
Podczas gdy interakcja CD28-CD80/CD86 prowadzi do aktywacji 
konwencjonalnych limfocytów T CD4+, wiązanie tych ligandów przez CTLA-4 
wykazuje przeciwny efekt. CTLA-4 jest negatywnym regulatorem aktywacji APC 
i hamuje szlak sygnałowy od kompleksu TCR/CD3 przez wiązanie fosfataz SHP-2 
i PP2A [125][126]. CTLA-4 wykazuje większe powinowactwo do CD80 i CD86 
niż CD28, przez co zmniejsza poziom sygnału aktywującego limfocyty T 
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dostarczanego przez APC [127]. Dodatkowo interakcja CTLA-4 z ligandami 
CD80/CD86 prowadzi do syntezy IL-10, która działa supresyjnie na komórki 
docelowe [127][128]. Wykazano także, że limfocyty Treg mogą wpływać na 
zmniejszenie ekspresji CD80 i CD86 na komórkach dendrytycznych hamując ich 
zdolność do aktywacji limfocytów Tkonw [27][43]. Ponadto, interakcja CTLA-4 - 
CD80/CD86 skutkuje ekspresją enzymu IDO (ang. indoleamine-pyrrole 2,3-
dioxygenase; 2,3-dioksygenaza indoloaminowa) w DC odpowiedzialnego za 
katabolizm tryptofanu do proapoptotycznych metabolitów, które powodują 
supresję limfocytów Tkonw [43]. 
 
b. LAG-3, będący homologiem cząsteczki CD4, wykazuje bardzo duże 
powinowactwo do MHC II i poprzez wewnątrzkomórkowy szlak przekazywania 
sygnału za pośrednictwem sekwencji ITAM (ang. immunoreceptor tyrosine-based 
activation motif, aktywujący motyw immunoreceptorowy oparty o resztę 
tyrozyny) prowadzi do zahamowania dojrzewania komórek dendrytycznych 
i zmniejszenia ich zdolności do aktywacji limfocytów Tkonw [27][129]. 
 
c. Funkcja supresyjna limfocytów Treg może także przebiegać z udziałem 
Neuropiliny-1, która pośredniczy w oddziaływaniu międzykomórkowym 
pomiędzy limfocytem Treg i APC przyczyniając się do wydłużenia czasu ich 
kontaktu, co w efekcie zmniejsza dostępność APC dla limfocytów Tkonw [130]. 
 
5. Zaburzenia metaboliczne: Aktywność supresyjna limfocytów Treg może przejawiać 
się również poprzez zaburzenia metaboliczne limfocytów Tkonw obejmujące m. in. 
pozbawienie niezbędnych aminokwasów, hydrolizę ATP do immunosupresyjnej 
adenozyny, transfer cAMP [24][25][26]. 
 
a. Limfocyty Treg oraz nieaktywowane limfocyty Tkonw wymagają małej energii 
do utrzymania metabolizmu komórkowego. Z kolei aktywowane limfocyty 
Tkonw wykazują znacznie większe zapotrzebowanie na energię i liczne 
substraty, w tym glukozę, aminokwasy i kwasy tłuszczowe. Spośród 
aminokwasów, szczególnie istotne znaczenie w różnicowaniu limfocytów Tkonw 
odgrywają glutamina i leucyna. Niewymagające dużego stężenia aminokwasów, 
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limfocyty Treg wykazują wysoką ekspresję enzymów katabolizujących 
aminokwasy, takich jak arginaza 1, dekarboksylaza histydyny i dehydrogenaza 
treoninowa. W oparciu o powyższe dane, sugeruje się rolę limfocytów Treg 
w supresji limfocytów Tkonw poprzez modulowanie stężeń określonych 
aminokwasów w lokalnym mikrośrodowisku, co prowadzi do przesunięcia 
równowagi Tkonw/Treg na korzyść limfocytów Treg [131]. 
 
b. W normalnych warunkach fizjologicznych adenozyno-5′-trifosforan (ATP) 
zlokalizowany jest wewnątrzkomórkowo. W środowisku zewnątrzkomórkowym 
jego stężenie jest niewielkie. Oprócz swojej funkcji metabolicznej, ATP służy 
również jako ważna zewnątrzkomórkowa cząsteczka sygnałowa, która bierze 
udział m. in. w procesach indukcji stanu zapalnego, chemotaksji i krzepnięcia 
krwi [132]. Zewnątrzkomórkowy ATP może być przekształcany w adenozynę 
z udziałem ektoenzymów CD39 i CD73, których ekspresja ma miejsce w błonie 
powierzchniowej limfocytów Treg [133][134]. Adenozyna stanowi silny 
supresor reakcji odpornościowych i jest wiązana przez receptory A2AR 
(adenosine receptor 2A) limfocytów Tkonw, co prowadzi do zahamowania ich 
funkcji efektorowych [134]. Ponadto, wiązanie adenozyny przez A2AR powoduje 
zahamowanie syntezy IL-6, która indukuje powstanie prozapalnych limfocytów 
Th17. Zmniejszenie stężenia IL-6 i zahamowanie powstawania limfocytów Th17 
skutkuje przesunięciem równowagi w kierunku limfocytów Treg w środowisku 
przewagi stężenia TGF-, który indukuje ekspresję czynnika Foxp3. 
W konsekwencji indukowana jest silna immunosupresja, powodująca 
zahamowanie proliferacji limfocytów T, zmianę równowagi Th1/Th2 
i Th17/Treg, indukcję limfocytów Treg i hamowanie aktywacji makrofagów 
[135][136][137][134]. 
 
c. Kolejnym mechanizmem supresji limfocytów Treg jest działanie 
za pośrednictwem cyklicznego adenozyno-3′,5′-monofosforanu (cAMP), którego 
obecność hamuje aktywację i proliferację konwencjonalnych limfocytów T CD4+ 
oraz syntezę przez nie IL-2 [138]. Aktualnie uznawane są dwie hipotezy supresji 
z udziałem cAMP. Według jednej, limfocyty Treg zawierają duże stężenie cAMP 
i przenoszą te cząsteczki przez połączenia międzykomórkowe bezpośrednio 
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do limfocytów Tkonw prowadząc do ich supresji. Według drugiej hipotezy, 
limfocyty Treg dostarczając dużej liczby cząsteczek adenozyny, wzbudzają 
w limfocytach Tkonw działanie cyklazy adenylanowej i zwiększenie 
wewnątrzkomórkowego stężenia cAMP. Immunosupresyjna funkcja limfocytów 
Treg poprzez udział cAMP została udokumentowana także względem komórek 
dendrytycznych w hodowli in vitro. Wskutek interakcji z limfocytami Treg, 
wykazano wzrost poziomu cAMP w komórkach dendrytycznych, któremu 
towarzyszyło zmniejszenie ekspresji cząsteczek kostymulatorowych CD80 
i CD86 [139].  
 
 
 
 
RYC. 2 MECHANIZMY SUPRESJI Z UDZIAŁEM LIMFOCYTÓW TREG  
wg. Rochman i wsp. 2009 [30] 
Limfocyty Treg wykazują zróżnicowane mechanizmy supresyjne względem limfocytów Tkonw. 
Obejmują one działania bezpośrednie takie jak (1) aktywna supresja z udziałem cytokin 
supresorowych (TGF-β, IL-10, IL-35), (2) cytoliza komórek docelowych z udziałem granzymów i 
perforyn oraz pośrednie mechanizmy: (3) konkurencja o cytokiny niezbędne do aktywacji, 
proliferacji i utrzymania żywotności, (4) inaktywacja komórek prezentujących antygen poprzez 
oddziaływania LAG-3 - MHC II i CTLA-4 - CD80/CD86, (5) zaburzenia metaboliczne. 
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1.4 ROLA SYGNAŁÓW AKTYWACYJNYCH W ROZWOJU LIMFOCYTÓW T 
REGULATOROWYCH POCHODZĄCYCH Z GRASICY  
 
Grasica jest centralnym, narządem limfoidalnym, w którym przebiega rozwój 
limfocytów T. Anatomicznie w grasicy można wyróżnić dwa obszary: położony 
wewnątrz rdzeń grasicy oraz otaczającą go korę. Każdy z obszarów zasiedlony jest przez 
komórki nabłonkowe grasicy (TEC, ang. Thymic Epithelial Cells) oraz komórki 
dendrytyczne uczestniczące w procesie rozwoju dojrzewających w grasicy tymocytów 
[140]. 
Podobnie jak konwencjonalne limfocyty T, powstające w grasicy limfocyty tTreg 
różnicują w wyniku wieloetapowego rozwoju migrujących ze szpiku kostnego, 
niedojrzałych komórek progenitorowych o fenotypie (CD3-CD4-CD8-) [19][141]. 
Rozwój tymocytów w grasicy jest związany z rearanżacją genów kodujacych TCR 
i procesem pozytywnej i negatywnej selekcji w oparciu o powinowactwo TCR 
do kompleksów MHC z własnymi peptydami prezentowanymi przez występujące 
w grasicy APC [29][142][143]. Uważa się, że szlaki rozwoju limfocytów tTreg 
i konwencjonalnych limfocytów Tαβ przebiegają podobnie, a główne stadia rozwoju 
charakteryzuje się na podstawie ekspresji markerów powierzchniowych CD4 i CD8: 
1/ tymocyty podwójnie negatywne (DN, ang. double negative: CD4-CD8-); 2/ tymocyty 
podwójnie pozytywne (DP, ang. double positive: CD4+CD8+); 3/ tymocyty pojedynczo 
pozytywne (SP ang. single positive: SP CD4+ (CD4+CD8-) oraz SP CD8+ (CD8+CD4-)) 
[144][145].  
W niedojrzałych tymocytach DN stanowiących około 2% tymocytów [146], 
dochodzi do rearanżacji genów kodujących łańcuchy pre-T i  receptora TCR oraz ich 
połączenia z podjednostkami kompleksu CD3, wskutek czego powstaje kompleks 
pre-TCR. Ze względu na przypadkowość procesu rearanżacji, wiele z powstałych 
konstruktów nie jest zdolnych do wytworzenia funkcjonalnych łańcuchów TCR 
Komórki niezdolne do prawidłowej rearanżacji TCR ulegają apoptozie, a proces ten 
stanowi pierwszy punkt kontrolny rozwoju tymocytów zwany β-selekcją [146]. 
Interakcja TCR-MHC/własny peptyd, która dostarcza sygnały chroniące tymocyty 
przed apoptozą powoduje również zahamowanie ekspresji CD25 na tymocytach, 
indukuje na nich ekspresję cząsteczek CD4 i CD8 oraz wpływa na ich intensywną 
proliferację [147]. W wyniku indukcji ekspresji obu białek, tymocyty uzyskują fenotyp 
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DP CD4+CD8+. W tym stadium, które stanowi najliczniejszą populację tymocytów (80-
85%), dochodzi do ostatecznej rearanżacji genów TCR, a następnie populacja ta 
przemieszcza się z kory grasicy w stronę rdzenia. W rdzeniu grasicy tymocyty podlegają 
ostatecznemu różnicowaniu w tymocyty o fenotypie SP CD4+ (wśród których dochodzi 
do rozwoju niewielkiej populacji limfocytów tTreg) i SP CD8+ 
[146][148][149][150][151]. Powstałe dojrzałe tymocyty SP CD4+ i SP CD8+, których 
sumaryczny udział w grasicy stanowi około 10-15%, przebywają w rdzeniu grasicy 
około 4-5 dni i po tym okresie opuszczają narząd zasiedlając obwodowe narządy 
limfoidalne [146]. 
 
 
RYC. 3 ROZWÓJ LIMFOCYTÓW tTREG W GRASICY 
Rozwój limfocytów tTreg w grasicy przebiega zgodnie ze znanym schematem rozwoju limfocytów 
Tαβ, w którym poszczególne stadia rozwojowe charakteryzowane są na podstawie ekspresji 
markerów powierzchniowych CD4 i CD8: począwszy od najmniej dojrzałych tymocytów podwójnie 
negatywnych (DN: CD4- CD8-), poprzez stadium pośrednie tymocytów podwójnie pozytywnych 
(DP: CD4+CD8+), aż do dojrzałych tymocytów pojedynczo pozytywnych SP CD4+CD8- i 
SP CD8+CD4-, zwanych konwencjonalnymi limfocytami T. Limfocyty T regulatorowe różnicują 
spośród tymocytów SP CD4+CD8-, w których dochodzi do ekspresji białka błonowego CD25 
i czynnika transkrypcyjnego Foxp3. 
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Rozwój limfocytów tTreg podlega procesowi selekcji (Ryc. 3), który wykazuje 
pewne różnice w porównaniu z selekcją limfocytów Tkonw. Analogicznie jak w rozwoju 
limfocytów Tkonw, selekcja pozytywna pozwala na przeżycie tymocytów, których TCR 
wiążą kompleksy MHC/własny peptyd, zapewniając w ten sposób restrykcję MHC 
kluczową w rozpoznawaniu antygenów [56]. Różnice w rozwoju limfocytów tTreg 
względem limfocytów Tkonw dotyczą procesu selekcji negatywnej, która zapewnia 
tolerancję na własne antygeny. W przypadku limfocytów Tkonw, selekcja negatywna 
polega na usunięciu autoreaktywnych limfocytów T, które z dużym powinowactwem 
wiążą kompleksy MHC/własny peptyd [152][153]. Spośród obecnych w grasicy 
komórek APC, istotną rolę w procesie selekcji negatywnej odgrywają rezydujące 
w rdzeniu grasicy komórki dendrytyczne [154]. W wyniku tej selekcji, spośród 
wszystkich tymocytów TCRαβ, prawidłowe powinowactwo wykazuje ok. 5% wyjściowej 
populacji, a wśród nich większość różnicuje w tymocyty SP CD8+ i SP CD4+ 
[155][148][149][150][151]. 
 
 
RYC. 4 DWUETAPOWY MODEL SZLAKU ROZWOJU LIMFOCYTÓW tTREG WG HSIEH [67][156], 
W powszechnie przyjętym szlaku rozwoju limfocytów tTreg uznawany jest dwuetapowy 
model: w pierwszym etapie (I) tymocyty otrzymują silny sygnał aktywacyjny od TCR (1) oraz 
sygnał kostymulatorowy od cząsteczki CD28 (2) i wskutek aktywacji ścieżki NFκB dochodzi do 
indukcji ekspresji podjednostki α receptora IL-2 (IL2Rα, CD25). Na tym etapie dochodzi także do 
ekspresji GITR. W drugim etapie (II), zależnym od cytokin, niedojrzałe limfocyty tTreg aktywowane 
są przez IL-2 (3), co skutkuje aktywacją szlaku sygnałowego z udziałem STAT5 i indukcją czynnika 
transkrypcyjnego Foxp3 stanowiącego marker dojrzałych limfocytów tTreg. 
 
Zgodnie z teorią dwuetapowego rozwoju limfocytów tTreg [67], oddziaływanie 
TCR - MHC II/własny peptyd jest pierwszym kluczowym sygnałem w rozwoju 
limfocytów tTreg (Ryc. 4). Powinowactwo TCR komórek prekursorowych tTreg 
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do kompleksu MHC II/własny peptyd jest większe niż w przypadku limfocytów Tkonw 
[29][42][114][157][158]. W przeciwieństwie do tymocytów autoreaktywnych, które 
ulegają selekcji negatywnej w warunkach sygnału pochodzącego od TCR o wysokim 
powinowactwie przy jednoczesnej kostymulacji z udziałem CD28, komórki 
prekursorowe limfocytów tTreg nie podlegają w podobnych warunkach selekcji 
negatywnej [159]. Zapewnienie silnego sygnału aktywacyjnego od TCR w procesie 
powstawania limfocytów tTreg in vitro wydaje się zatem niezbędne [157][160]. 
Sugeruje się, że silny sygnał od TCR może wpływać na ekspresję cząsteczek GITR, OX40 
i TNFR2 w komórkach prekursorowych limfocytów tTreg, sprzyjając ich różnicowaniu 
w komórki o fenotypie CD4+CD25+Foxp3+ [161]. Silny sygnał od TCR może także 
wpływać na rozwój limfocytów Treg poprzez indukcję zmian epigenetycznych w genach 
foxp3, ctla4, il2ra oraz itgal [162]. W warunkach fizjologicznych, różnicowanie 
limfocytów tTreg z potencjalnie autoreaktywnych tymocytów następuje podczas selekcji 
pozytywnej z udziałem korowych komórek nabłonkowych grasicy (cTEC, ang. cortical 
Thymic Epithelial Cells), które wykazują wysoką ekspresję kompleksów MHC II/własny 
peptyd (Ryc. 3) [56][160]. W hodowlach in vitro do aktywacji tymocytów przez 
kompleks TCR-CD3 stosuje się zwykle przeciwciała monoklonalne anty-CD3. Z jednej 
strony zbyt silny sygnał od TCR w rozwoju tymocytów prowadzi do ich delecji. Z drugiej 
strony, jak już wspomniano, ekspozycja tymocytów na silny sygnał od TCR odgrywa 
istotną rolę w rozwoju limfocytów tTreg. Wydaje się zatem, że w rozwoju limfocytów 
tTreg istotną rolę odgrywają czynniki hamujące apoptozę wskutek silnego sygnału 
od TCR. Sugeruje się, że działanie ochronne może być efektem zwiększonej ekspresji 
cząsteczek zależnych od Foxp3, takich jak CTLA-4, która wpływa na zahamowanie 
aktywności proapoptotycznej cząsteczki Bad [66][163]. 
Ze względu na fakt, że limfocyty tTreg powstają z komórek prekursorowych 
charakteryzujących się ekspresją TCR o dużym powinowactwie do cząsteczek MHC 
II/własny peptyd [67], uznaje się, że wykazują one większą specyficzność względem 
własnych antygenów w porównaniu do limfocytów Tkonw. Wydaje się zatem, że główną 
funkcją limfocytów tTreg jest zapewnienie homeostazy w układzie odpornościowym 
poprzez utrzymanie tolerancji na własne antygeny i supresję limfocytów 
autoreaktywnych [56][57]. Z kolei, powstające w drodze indukcji limfocyty Treg 
różnicują z konwencjonalnych limfocytów T CD4+, a ich funkcja supresyjna nie jest 
antygenowo specyficzna [39][86][164][165]. Odmienna specyficzność limfocytów tTreg 
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i pTreg potwierdzona została w badaniach z wykorzystaniem myszy pozbawionych 
sekwencji CNS1 w locus Foxp3. U myszy z delecją tej sekwencji zaobserwowano brak 
limfocytów pTreg przy zachowaniu obecności limfocytów tTreg. Zwierzęta te cierpiały 
na stany zapalne płuc i śluzówki żołądka, ale nie wykazywały rozwoju chorób 
autoimmunizacyjnych [26]. Wyniki te wskazały na podział ról pomiędzy limfocytami 
tTreg i pTreg, sugerując, że specyficzne względem własnych antygenów, limfocyty tTreg 
pełnią funkcje ochronne przed rozwojem chorób autoimmunizacyjnych, podczas gdy 
specyficzne względem antygenów obcych limfocyty pTreg miałyby przeciwdziałać 
chronicznym stanom zapalnym [25]. Nie potwierdziły tego wyniki innych badań, które 
wykazały udział limfocytów pTreg w zahamowaniu rozwoju cukrzycy typu 1 u myszy 
[166]. Należy jednak pamiętać, że większość obecnych w obwodowych narządach 
limfoidalnych limfocytów Treg to pochodzące z grasicy limfocyty tTreg [167][168][169]. 
Z drugiej strony, jak wykazano ostatnio, limfocyty pTreg mogą także migrować 
do grasicy [56][170]. Wydaje się zatem, że rozdzielenie funkcji limfocytów tTreg i pTreg 
nie jest do końca poznane i jednoznaczne. 
Większość badań dotyczących specyficzności TCR limfocytów Treg prowadzona 
była z użyciem limfocytów pTreg, a uzyskane wyniki tych badań nie były jednoznaczne: 
Hsieh i wsp. wykazali ekspresję TCR specyficznych względem własnych antygenów 
[171], podczas gdy inni Autorzy wskazywali na ekspresję receptorów specyficznych dla 
antygenów drobnoustrojów, pasożytów lub nowotworów [172][173]. Kompleksowe 
badania specyficzności TCR limfocytów T z wykorzystaniem myszy transgenicznych 
wykazujących ograniczony, ale poliklonalny repertuar TCR, podjął zespół Ignatowicza. 
Wyniki tych badań wykazały, że pomimo różnic, repertuar TCR limfocytów tTreg i 
Tkonw wykazuje także podobieństwa [174][175]. Uzyskane przez Ignatowicza wyniki 
sugerują, że selekcja limfocytów tTreg w grasicy może odbywać się także w oparciu o 
antygeny występujące w obwodowych narządach limfoidalnych i odgrywać w ten 
sposób ważną rolę w kształtowaniu repertuaru limfocytów Treg, które po migracji do 
obwodowych narządów limfoidalnych odpowiadają za tolerancję na obecne tam 
antygeny [176]. W wyniku różnorodnej swoistości TCR, limfocyty tTreg mogą być 
potencjalnie wykorzystane w supresji chorób autoimmunizacyjnych, a także w 
hamowaniu odpowiedzi na antygeny przeszczepionych tkanek, nowotworów, 
mikroorganizmów patogennych czy alergenów. Problem ten wymaga dalszych badań, w 
celu wyjaśnienia czy efekt supresji odpowiedzi immunologicznej, obserwowany u 
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zwierząt laboratoryjnych oraz w hodowlach in vitro limfocytów człowieka, jest sumą, 
czy też wypadkową działania obu rodzajów limfocytów Treg. Dalszych badań wymaga 
także wyjaśnienie zależności powstawania obu rodzajów limfocytów Treg od typu 
antygenu, udziału cząsteczek kostymulatorowych i cytokin. 
Drugim sygnałem aktywacyjnym, istotnym w pierwszym etapie rozwoju 
limfocytów tTreg (Ryc. 4) jest sygnał przekazywany za pośrednictwem CD28 
po połączeniu z cząsteczkami kostymulatorowymi CD80, CD86 komórki prezentującej 
antygen [88]. Na tym etapie rozwoju limfocytów tTreg, komórkami prezentującymi 
antygen są głównie komórki dendrytyczne [29]. Istotną rolę tego sygnału 
w powstawaniu limfocytów tTreg wykazały wyniki badań uzyskane z wykorzystaniem 
myszy z niedoborem białek CD28 i CD80/CD86, u których stwierdzono zmniejszoną 
liczbę limfocytów tTreg, a także ich osłabioną funkcję supresyjną [88][177]. Efekty 
przekazywania sygnału z udziałem CD28 w różnicowaniu limfocytów tTreg są złożone 
i nie do końca poznane [178]. Sugeruje się rolę sygnału przekazywanego z udziałem 
białkowej kinazy tyrozynowej Lck, ważnej w indukcji czynnika transkrypcyjnego NFAT 
i syntezie IL-2 [178]. Mechanizm ten jednak nie dotyczy bezpośrednio limfocytów tTreg, 
które nie produkują IL-2. Może jedynie wpływać pośrednio na syntezę IL-2 przez inne, 
aktywowane tymocyty obecne w mikrośrodowisku grasicy. Wykazano także wpływ 
sygnału kostymulacyjnego z udziałem CD28 na indukcję ekspresji cząsteczek GITR 
i CTLA-4 w prekursorach limfocytów tTreg [177]. Ponadto, aktywacja szlaku 
sygnałowego od CD28 skutkuje zwiększeniem ekspresji Foxp3 w limfocytach tTreg 
poprzez stabilizację transkryptu Foxp3 (zwiększenie czasu półtrwania mRNA) 
w komórkach prekursowoych tTreg [179]. Zgodnie z teorią Hsieh dwuetapowego 
rozwoju limfocytów tTreg, opisane powyżej sygnały przekazywane przez kompleks 
TCR/CD3 i CD28 warunkują rozwój prekursorowych tymocytów w niedojrzałe limfocyty 
tTreg wykazujące ekspresję CD25, która zwiększa się w miarę ich dojrzewania.  
W drugim etapie rozwoju limfocytów tTreg, niedojrzałe limfocyty tTreg, 
charakteryzujące się fenotypem CD4+CD25hiCD122hiGITRhiFoxp3−, różnicują w dojrzałe 
limfocyty tTreg CD4+CD25+Foxp3+. Powszechnie uznaje się, że główną rolę w tym 
procesie odgrywa sygnał od cytokin (np. IL-2) oraz inne czynniki selekcyjne jak np. 
glukokortykoidy indukujące ekspresję czynnika Foxp3 w komórkach niedojrzałych 
limfocytów tTreg. Związanie IL-2 i innych cytokin rodziny γc skutkuje przekazem 
sygnału z udziałem kinaz JAK1 i JAK3 (odpowiednio przez łańcuchy IL-2Rβ i IL-2Rγ) 
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prowadzącym do fosforylacji białka STAT5 i aktywacji czynników transkrypcyjnych 
regulujących ekspresję genów związanych z kontrolą żywotności i proliferacji 
tymocytów oraz ich różnicowania w dojrzałe limfocyty tTreg [156][180][181]. 
Ostatecznie, dojrzałe limfocyty tTreg migrują do obwodowych narządów limfoidalnych 
jako funkcjonalna populacja limfocytów T regulatorowych [182][183]. 
1.5 MODELE HODOWLI IN VITRO UMOŻLIWIAJĄCE UZYSKIWANIE 
LIMFOCYTÓW T REGULATOROWYCH  
 
Pomimo licznych dowodów na rolę limfocytów tTreg w utrzymaniu homeostazy 
układu odpornościowego [1][184] i ich potencjału terapeutycznego, nadal nie są dobrze 
poznane czynniki zaangażowane w ich powstawanie i funkcje supresyjne. Badania 
czynników regulujących różnicowanie, żywotność, proliferację i aktywność supresyjną 
są znacznie bardziej zaawansowane w przypadku limfocytów Treg pochodzących 
z obwodowych narządów limfoidalnych. 
Czynniki warunkujące powstawanie limfocytów pTreg są lepiej poznane, dzięki 
czemu ich uzyskiwanie in vitro wskutek indukcji z naiwnych konwencjonalnych 
limfocytów T CD4+ jest stosunkowo łatwe i powszechne. Limfocyty pTreg uzyskiwane 
są poprzez wstępną inkubację limfocytów T CD4+ z allogenicznymi splenocytami oraz 
sztucznymi odpowiednikami komórek prezentujących antygen w postaci kulek 
opłaszczonych przeciwciałami anty-CD3 i anty-CD28, jak również poprzez indukcję ich 
proliferacji w obecności dużego stężenia IL-2 [185]. Do indukcji limfocytów pTreg 
z udziałem TGF-β lub kwasu retinowego stosowane są także przeciwciała anty-CD3 
i anty-CD28 dodawane do podłoża hodowlanego lub opłaszczane na dnie płytek do 
hodowli [186][187]. W celu uzyskania lepszej wydajności generowania limfocytów 
pTreg w hodowli, procedura obejmować może dodatkowo wstępne sortowanie 
limfocytów o fenotypie CD4+CD25high, a następnie ich hodowlę z przeciwciałami 
anty-CD3 i anty-CD28 w podłożu suplementowanym wysokim stężeniem IL-2 (powyżej 
1,000 U/ml) [188]. Tego typu hodowle stosowane są z dużym powodzeniem 
do generowania limfocytów pTreg do celów terapeutycznych. 
Ze względu na identyczny fenotyp limfocytów tTreg i pTreg nie jest możliwe ich 
przyżyciowe rozróżnienie w obwodowych narządach limfoidalnych lub hodowlach in 
vitro. Przy aktualnym stanie wiedzy, badanie czynników niezbędnych do rozwoju 
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limfocytów tTreg możliwe jest jedynie w przypadku, gdy ich źródłem jest grasica, 
w której znajdują się komórki prekursorowe. Ponadto, grasica jako źródło 
niezróżnicowanych tymocytów umożliwia także badanie szlaku rozwoju limfocytów 
tTreg, który również nie został w pełni określony i opisany. Niewątpliwie dodatkową 
zaletą badań in vitro jest możliwość testowania roli pojedynczych, wybranych 
czynników przy uniknięciu na tym początkowym etapie inwazyjnego traktowania 
zwierząt laboratoryjnych. Dotychczas opisane w literaturze próby uzyskiwania 
w hodowlach in vitro dużej liczby limfocytów tTreg kończyły się najczęściej 
niepowodzeniem ze względu na wysoki poziom spontanicznej apoptozy tych komórek 
w warunkach in vitro [69] oraz trudności w indukcji ich proliferacji i zachowaniu funkcji 
supresyjnej [42][189][190]. Wydaje się zatem, że sposoby aktywacji stosowane 
standardowo w generowaniu limfocytów pTreg nie są odpowiednie do uzyskiwania 
i badania rozwoju limfocytów tTreg in vitro. 
W świetle wyszczególnionych powyżej ograniczeń, kluczowe okazało się 
określenie optymalnych warunków hodowli tymocytów umożliwiających uzyskiwanie 
limfocytów tTreg in vitro. Spośród dotychczas stosowanych metod hodowli tymocytów 
warunki najbardziej zbliżone do mikrośrodowiska grasicy zapewniają hodowle płatów 
grasicy izolowanej z mysich płodów (FTOC, ang. fetal thymus organ culture). 
Niewątpliwą zaletą tego modelu hodowli jest utrzymanie fizjologicznego kontaktu 
między komórkami w tkance [191][192]. Wadą tej metody jest ograniczone przenikanie 
badanych czynników z podłoża do tkanki, a tym samym różna ich dostępność dla 
pojedynczych komórek. 
Najprostsze, powszechnie stosowane od prawie pół wieku hodowle tymocytów in 
vitro prowadzone są w zawiesinie komórek izolowanych metodą mechanicznej 
homogenizacji płatów grasicy [191]. W 1972 roku Mosier i Pierce wykazali, że komórki 
odżywcze (ang. feeder cells), adherentne komórki śledziony, komórki nabłonkowe 
grasicy, wpływają pozytywnie na żywotność i proliferację tymocytów in vitro [193]. 
W badaniach tych nie określano jednak rozwoju limfocytów tTreg. 
Zastosowanie przeciwciała anty-CD3 i anty-CD28 w skutecznej ekspansji 
limfocytów tTreg in vitro dokumentowano wyłącznie w hodowlach tymocytów 
poddanych wstępnej procedurze sortowania oraz przy zastosowaniu suplementacji 
podłoża czynnikami indukującymi rozwój limfocytów tTreg. W opisywanych 
przypadkach limfocyty tTreg uzyskiwano z tymocytów DP wysortowanych z grasicy 
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człowieka (pobieranej od dzieci podczas operacji kardiologicznych) i następnie 
hodowanych w podłożu suplementowanym IL-2 i IL-7 [194], a także z wysortowanych z 
grasicy myszy tymocytów SP CD4+ hodowanych w obecności IL-2 i Dex [195]. 
Przeprowadzanie wstępnego sortowania komórek pozwalało na efektywne uzyskiwanie 
limfocytów tTreg, ale uniemożliwiało badanie ich powstawania począwszy od 
wczesnych stadiów rozwoju. Aktywacja tymocytów z użyciem wyłącznie przeciwciał 
pomija ważny aspekt oddziaływań z komórkami prezentującymi antygen, które są 
kluczowe w dojrzewaniu i selekcji tymocytów oraz indukcji tolerancji [111]. 
Dostrzegając ograniczenia stosowanych dotychczas metod, opracowano koncepcję 
nowego modelu hodowli tymocytów in vitro, który wydaje się prosty i jednocześnie 
zapewniający kontakt tymocytów z komórkami prezentującymi antygen o fenotypie 
komórek dendrytycznych, który jest kluczowy w ich prawidłowym rozwoju.  
 
1.6 ROLA CYTOKIN W ROZWOJU LIMFOCYTÓW T REGULATOROWYCH 
POCHODZĄCYCH Z GRASICY 
 
Cytokiny to małe, rozpuszczalne peptydy, które są syntetyzowane głównie przez 
komórki układu odpornościowego, a także inne jak komórki nerwowe i nabłonkowe. 
Aktualnie wśród cytokin wyróżnia się 6 rodzin cząsteczek peptydowych, spośród 
których interleukiny (IL), stanowią najliczniejszą rodzinę wpływając na żywotność, 
proliferację, różnicowanie i funkcje komórek układu odpornościowego, komórek 
hematopoetycznych i wielu innych. 
Głównymi komórkami wydzielającymi cytokiny w grasicy są komórki nabłonkowe 
oraz tymocyty [196]. Zdolność tymocytów do syntezy cytokin oraz ekspresja receptorów 
dla cytokin na tych komórkach zmienia się w przebiegu ich dojrzewania. Niedojrzałe 
tymocyty wydzielają niewiele cytokin, których synteza zwiększa się dopiero po selekcji 
pozytywnej. Spośród wszystkich tymocytów, najwięcej cytokin zarówno pod względem 
różnorodności jak i stężenia, wytwarzają tymocyty SP CD4+ (m. in. IFN-γ, IL-2, IL-3, IL-4, 
IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, GM-CSF, TNF-β, TGF-β i niektóre chemokiny) [196]. 
Biorąc pod uwagę zakres badań dotyczących stosowania cytokin w celu 
uzyskiwania limfocytów Treg, regulacji ich funkcji supresyjnej lub jako potencjalnych 
celów dla projektowania nowych leków [197][198][199], celowe wydaje się stosowanie 
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wystandaryzowanego modelu hodowli in vitro umożliwiającego badanie 
mikrośrodowiska korzystnego w rozwoju limfocytów tTreg. 
Spośród cytokin uznawanych za istotne w różnicowaniu limfocytów Treg, na 
pierwszym miejscu należy wymienić IL-2. Jest to cytokina zaangażowana w regulację 
odpowiedzi immunologicznej poprzez wpływ na aktywację limfocytów T. Indukuje ich 
proliferację, różnicowanie i syntezę cytokin. Bierze również udział w powstawaniu 
limfocytów tTreg w grasicy [140][200]. Jest wytwarzana przez różne komórki układu 
odpornościowego, głównie limfocyty T CD4+ i T CD8+, a poza nimi także przez komórki 
NK, NKT, aktywowane komórki dendrytyczne i komórki tuczne [201][202][203]. 
W  warunkach homeostazy układu odpornościowego, głównym źródłem IL-2 są 
limfocyty T CD4+, podczas gdy po aktywacji antygenowej zwiększenie stężenia IL-2 
wynika z jej syntezy także przez inne komórki [203][204]. IL-2 nie jest syntetyzowana 
przez limfocyty tTreg [205][206]. 
IL-2 oddziałuje na komórki wykazujące ekspresję receptorów IL-2 (IL-2R), które 
mogą występować w formie dimeru złożonego z łańcuchów β (IL-2Rβ, CD122) 
i łańcucha γ (γc, CD132) lub trimeru zawierającego dodatkowo podjednostkę α (IL-2Rα, 
CD25). IL-2Rα ulega ekspresji na około 50% tymocytów DN (CD44+CD25+ i CD44-
CD25+). Nie ulega spontanicznej ekspresji na tymocytach wykazujących kompleks TCR-
CD3, a jego ekspresja na dojrzałych tymocytach SP CD4+ i SP CD8+ indukowana jest 
wskutek ich aktywacji. Sumarycznie odsetek tymocytów wykazujących ekspresję 
cząsteczki CD25 w grasicy nie przekracza jednak 5% [196]. IL-2Rβ ulega ekspresji 
zarówno na tymocytach DN, DP jak i dojrzałych limfocytach CD4+ i 
CD8+[207][208][207][207]. Odsetek tymocytów wykazujących ekspresję łańcucha γc 
jest różny w poszczególnych stadiach rozwoju tymocytów: 50% komórek w stadium DN 
wykazuje ekspresję γc, w populacji tymocytów DP obserwuje się zmniejszenie odsetka 
komórek wykazujących ekspresję γc (25-30% tymocytów DP), który następnie ulega 
zwiększeniu w stadium SP (ok. 50% tymocytów SP, a jego ekspresja jest większa na 
tymocytach SP CD8+ niż na SP CD4+) [196][209]. IL-2R w formie trimeru jest 
charakterystyczny m. in. dla limfocytów Treg i aktywowanych limfocytów Tkonw. 
Wykazuje 10–100-krotnie większe powinowactwo do IL-2 niż forma dimeryczna. Z tego 
względu niewielkie stężenie IL-2 jest już wystarczające do utrzymania funkcji 
limfocytów Treg, podczas gdy aktywacja limfocytów Tkonw i indukcja ich proliferacji 
wymaga większych stężeń tej cytokiny [203].  
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Powszechnie uznaje się, że IL-2 stanowi kluczowy sygnał do rozwoju i funkcji 
limfocytów Treg, w tym do indukcji ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxp3 
[210][211][212][213], a brak IL-2 lub IL-2R skutkuje rozwojem chorób 
autoimmunizacyjnych u myszy [214][215][216][217]. Według dwuetapowego modelu 
rozwoju limfocytów tTreg (Ryc. 4), silny sygnał TCR prowadzi do zwiększenia ekspresji 
CD25, zwiększając udział IL-2 w indukcji syntezy Foxp3 [66][67][68]. Ponadto czynnik 
Foxp3 może być dla komórek letalny, a IL-2 zapobiega ich śmierci poprzez indukcję 
ekspresji Bcl-2. Nowe spojrzenie na rolę IL-2, w rozwoju limfocytów Treg, przyniosły 
wyniki badań uzyskane przez grupę Rudenskyego, które wykazały, że ani u myszy 
pozbawionych IL-2 (Il2(-/-), ani pozbawionych podjednostki α receptora IL-2 (Il2ra(-/-) 
nie dochodziło do całkowitego zahamowania powstawania limfocytów Treg [218]. 
Kolejne badania przeprowadzone z wykorzystaniem myszy Il2(-/-) oraz Il2ra(-/-) 
wykazały zmniejszenie odsetka tymocytów Foxp3+ o 50% w porównaniu do myszy 
kontrolnych [66]. Wyniki innych badań nie potwierdziły zmian w liczbie limfocytów 
Treg u myszy pozbawionych IL-2 lub IL-2Rα [56][218][219][220][221]. Powyższe 
obserwacje pozwoliły wnioskować, że IL-2 może odgrywać rolę w rozwoju limfocytów 
Treg, ale nie jest czynnikiem krytycznym w tym procesie i może być częściowo 
zastąpiona przez inne cytokiny wiązane przez receptory zawierające podjednostki γc, 
jak również limfopoetynę zrębu grasicy (TSLP, ang. thymic stromal lymphopoetin) 
ze względu na obecność podjednostki IL-7Rα w TSLPR (Ryc. 5) [222][223]. Teoria ta 
pasuje także do hipotezy ograniczonej niszy zaproponowanej przez zespół Taia [224], 
według której IL-2 i inne cytokiny występujące w warunkach fizjologicznych 
w ograniczonym stężeniu i wiązane przez receptory zawierające γc, pełnią funkcję 
równoważącą apoptozę zależną od Foxp3, umożliwiając powstawanie małej liczby 
limfocytów tTreg [224]. Wydaje się więc, że przekazywanie sygnału przez podjednostkę 
γ jest kluczowe w rozwoju limfocytów Treg, podczas gdy zaangażowanie IL-2 per se 
może być kluczowe tylko dla utrzymania żywotności i zachowania homeostazy 
limfocytów Treg w obwodowych narządach limfoidalnych, ale niekoniecznie limfocytów 
Treg w grasicy.  
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RYC. 5 CYTOKINY I ICH RECEPTORY Z PODRODZINY γc I TSLP, wg Rochman i wsp, 2009 [30].  
Przedstawiono budowę receptorów zawierających wspólną podjednostkę γ (γc) oraz receptora dla 
TSLP. Pomimo różnic w budowie, sygnał przekazywany przez wszystkie receptory prowadzi do 
aktywacji czynnika transkrypcyjnego STAT5, który wydaje się kluczowy w indukcji ekspresji 
czynnika Foxp3 stanowiącego o dojrzałości i funkcji supresyjnej limfocytów tTreg. 
 
Syntetyzowana w grasicy przez korowe komórki nabłonkowe IL-7 stanowi rzadki 
przypadek plejotropowej cytokiny, której działanie nie może być całkowicie zastąpione 
przez inne cytokiny [196]. IL-7 odgrywa istotną rolę w utrzymaniu żywotności, 
proliferacji i różnicowaniu prekursorów limfocytów T [225][226][227][228]. 
Pośredniczący w transdukcji sygnału receptor IL-7 (IL-7R) składa się z podjednostki IL-
7Rα (CD127, która jest również podjednostką receptora TSLP) oraz łańcucha γc 
(CD132) (Ryc. 5) [228]. Podobnie jak w przypadku łańcucha γc, ekspresja podjednostki 
IL-7Rα również podlega zmianom w rozwoju tymocytów. Duża ekspresja IL-7Rα 
charakterystyczna jest dla tymocytów DN, a sam receptor stanowi jeden z najwcześniej 
pojawiających się markerów różnicowania linii limfoidalnej [229][230]. Następnie, 
w stadium tymocytów DP dochodzi do przejściowego zaniku ekspresji IL-7Rα, która 
zostaje przywrócona w stadium tymocytów DP o fenotypie TCRhiCD4+CD8lo. Tymocyty 
SP cechuje obecność IL-7Rα, którego ekspresja jest większa na tymocytach SP CD4+ niż 
na SP CD8+ [226]. Stężenie dostępnej IL-7 regulowane jest przez szybkość jej wiązania 
przez receptory IL-7, których dostępność ulega zmniejszeniu po związaniu IL-7 [231]. 
Dzięki temu IL-7 odgrywa kluczową rolę w utrzymaniu homeostazy limfocytów T 
w obwodowych narządach limfoidalnych.  
Przeżywalność limfocytów T może być zależna od przekazywania sygnału od IL-7R 
skutkującego zahamowaniem ekspresji białek proapoptotycznych Bax, Bad i Bim oraz 
zwiększeniem ekspresji białek antyapoptotycznych Blc-2 i Mcl-1 chroniących przed 
uruchomieniem mitochondrialnego szlaku indukcji apoptozy [232][233][234]. Wyniki 
najnowszych badań wskazują, że poza wpływem na proliferację i żywotność tymocytów, 
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IL-7 odgrywa rolę w modulowaniu ekspresji CD25 na powierzchni limfocytów Treg, co 
reguluje ich wrażliwość na IL-2 [235]. Wyniki eksperymentów z wykorzystaniem myszy 
pozbawionych IL-2Rβ i IL-7Rα wykazały brak limfocytów T CD4+Foxp3+. Dalsze 
badania z użyciem myszy pozbawionych IL-7Rα nie potwierdziły deficytu 
w powstawaniu limfocytów tTreg, chociaż zaobserwowano znaczne, 10-20-krotne, 
zmniejszenie liczby tymocytów w grasicy [236]. Aktualne wyniki badań nie 
potwierdzają bezpośredniej roli IL-7 w rozwoju limfocytów tTreg, ale wskazują, że może 
ona przyczyniać się do zwiększenia ich liczby poprzez indukcję proliferacji i wpływ 
na żywotność komórek prekursorowych [237]. 
TSLP wykazuje podobne funkcje do IL-7 ze względu na obecność podjednostki 
IL-7Rα w składzie receptora tej cytokiny [30]. Odgrywa istotną rolę w utrzymaniu 
homeostazy limfocytów T, wpływa na ekspansję i przeżywalność limfocytów T CD4+ 
zarówno in vivo jak in vitro [30][238][239]. Wykazano, że jednoczesna delecja genów dla 
receptorów IL-7 i TSLP prowadziła do zahamowania ich rozwoju limofcytów tTreg 
[240]. Uważa się, że limfocyty tTreg, podobnie jak inne limfocyty T, wymagają sygnałów 
z udziałem IL-7R, ale nie samej IL-7, która może być zastąpiona przez TSLP. Poza 
bezpośrednim wpływem na limfocyty, TSLP może wpływać także pośrednio na rozwój 
limfocytów tTreg poprzez aktywację komórek dendrytycznych zaangażowanych w ich 
rozwój [241]. 
Kolejną cytokiną należącą do rodziny cytokin wiązanych przez receptory 
zawierające γc, jest IL-15. Podobnie jak IL-2 i IL-7, IL-15 aktywuje szlak sygnałowy 
STAT5 i reguluje ekspresję praktycznie identycznego zestawu genów [242]. 
W warunkach fizjologicznych zarówno IL‑2 jak i IL‑15 stymulują proliferację 
limfocytów T w tym Treg. Z drugiej strony, IL-15 przejawia także działania 
przeciwstawne do IL-2. Przykładowo, IL-15 chroni konwencjonalne limfocyty T przed 
aktywnością limfocytów Treg ograniczając ich działanie supresyjne poprzez indukcję 
długotrwałej prezentacji antygenu [180]. Wyniki badań roli IL-15 w przeżywalności 
i rozwoju limfocytów Treg wykazały, że może zastępować IL-2 w utrzymaniu stabilnej 
ekspresji Foxp3. Wyniki dalszych badań wykazały, że brak IL-15 może przyczynić się do 
zwiększenia zachorowalności na nieswoiste zapalenie jelit wskutek zaburzenia 
równowagi pomiędzy limfocytami Th17 i Treg [243]. Podobnie jak w przypadku IL-7, 
jednym z głównych mechanizmów działania IL-15 jest zwiększenie ekspresji 
antyapoptotycznego białka Bcl-2, co chroni tymocyty przed apoptozą [244][245].  
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 Najpóźniej zidentyfikowaną cytokiną z rodziny γc jest IL-21, która wykazuje 
plejotropową aktywność, w tym mitogenną i wspomagającą przeżywalność komórek. 
IL-21 może stymulować ekspansję i funkcjonalną aktywność limfocytów T i B oraz 
komórek NK zarówno myszy jak i człowieka. W procesie rozwoju tymocytów, receptor 
IL-21 nie jest obecny na tymocytach DP, choć jego ekspresja występuje wcześniej 
na etapie DN i pojawia się ponownie na tymocytach SP CD4+ i SP CD8+, a IL-21 pełni 
rolę w rozwoju tymocytów ze stadium DN do DP [246]. 
Zwiększenie ekspresji IL-21 lub jej receptora wykazano w przebiegu chorób 
związanych ze stanem zapalnym. Cytokina ta wykazuje także działanie 
przeciwnowotworowe in vivo [247]. Można zatem oczekiwać, że w przeciwieństwie 
do IL-2, IL-21 będzie raczej wykazywać efekt hamujący w rozwoju limfocytów Treg. 
Istotnie, przypuszczenie zostało potwierdzone przez wykazanie że IL-21 hamuje 
różnicowanie limfocytów Treg w przebiegu tocznia rumieniowatego układowego. 
Wyniki ostatnich badań wykazały, że wiązanie IL-21 prowadzi do aktywacji ścieżki 
sygnałowej STAT3 prowadzącej indukcji ekspresji genów odpowiedzi ostrej fazy 
i zahamowania indukcji ekspresji czynnika Foxp3 w odpowiedzi na TGF-β, sprzyjając 
rozwojowi chorób autoimmunizacyjnych [248][249]. Co więcej, IL-21 może częściowo 
zastępować IL-2 jako czynnik wzrostowy limfocytów T, jednakże nie w rozwoju 
limfocytów Treg. W efekcie przekaz sygnału zainicjowany przez IL-21 w limfocytach 
Tkonw nie kieruje ich różnicowania w limfocyty Treg, odgrywając przeciwstawną rolę 
do IL-2 [250][251]. Ostatecznie, pomimo przynależności do rodziny γc, udział IL-21 
w powstawaniu limfocytów tTreg pozostaje niepotwierdzony. 
IL-4, pomimo przynależności do tej samej rodziny cytokin co IL-2, wykazuje szereg 
odmiennych właściwości. IL-4 zmniejsza ekspresję CD127 na tymocytach i uczestniczy 
w ich rozwoju w limfocyty T CD8+ [252][253]. Mimo, iż wyniki badań jednoznacznie 
wskazują na stymulujący wpływ IL-4 na proliferację limfocytów Treg, to jej udział 
w rozwoju i aktywności supresyjnej limfocytów Treg pozostaje kontrowersyjny [254]. 
TGF-β odgrywa ważną rolę regulatorową w kontroli przeżywalności, proliferacji, 
różnicowania i rozwoju limfocytów T. TGF-β hamuje zależną od IL-1, IL-2 i IL-7 
proliferację tymocytów, rozwój tymocytów ze stadium DN do DP oraz różnicowanie 
limfocytów T CD4+ w limfocyty Th1 i Th2 [196][255]. Istotnym odkryciem w biologii 
limfocytów Treg było wykazanie zdolności TGF-β do indukcji ekspresji genu Foxp3 
w naiwnych obwodowych limfocytach T CD4+. Powstałe w ten sposób indukowane 
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limfocyty pTreg zachowują funkcję supresyjną [256]. Udział TGF-β w rozwoju 
limfocytów tTreg pozostaje dyskusyjny. Początkowo sądzono, że TGF-β nie odgrywa 
żadnej roli w rozwoju limfocytów tTreg, ponieważ myszy pozbawione receptora typu II 
dla TGF-β (TGFBR2) na limfocytach T wykazywały obecność limfocytów tTreg 
[257][258][259]. Myszy pozbawione TGF-β również nie wykazywały nieprawidłowości 
w rozwoju limfocytów tTreg [56][260]. Wyniki kolejnych badań dostarczyły dowody na 
przejściowe upośledzenie powstawania limfocytów tTreg u myszy pozbawionych 
receptora typu I dla TGF-β (TGFBR1) [259]. Stworzyło to podstawę do zaproponowania 
nowego modelu rozwoju limfocytów tTreg, według którego sygnał od TGF-β indukuje 
w aktywowanych limfocytach T ekspresję genu Foxp3, ale przeżycie i ekspansja tych 
limfocytów są zależne od IL-2 [69][259]. Aktualnie sugerowana jest także rola TGF-β 
w przeżywalności limfocytów tTreg lub ich prekursorów poprzez zahamowanie zależnej 
od Bim apoptozy autoreaktywnych tymocytów, co w konsekwencji zwiększa pulę 
prekursorów tych komórek [261]. Postulowana jest także rola TGF-β w różnicowaniu 
limfocytów tTreg w oparciu o wykazaną syntezę tej cytokiny przez makrofagi, DC i TEC 
w odpowiedzi na apoptozę tymocytów w grasicy [262]. Wydaje się zatem, że poza 
sygnałami od TCR i cytokin z rodziny γc, do powstawania limfocytów tTreg wymagany 
może być także sygnał od TGFβR [69][259]. 
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1.7 ROLA GLUKOKORTYKOIDÓW W ROZWOJU LIMFOCYTÓW T 
REGULATOROWYCH POCHODZĄCYCH Z GRASICY  
 
Poza główną rolą grasicy w rozwoju limfocytów T, pełni ona także funkcję 
gruczołu wydzielania wewnętrznego, a wytwarzane przez nią hormony wpływają 
na proliferację, różnicowanie, migrację i apoptozę dojrzewających w niej tymocytów 
[263]. Ważną, wielokrotnie opisywaną i nadal badaną rolę, w rozwoju tymocytów pełnią 
hormony steroidowe, głównie endogenne glukokortykoidy (GC, ang. glucocorticoids) 
[73][149][264][265]. Glukokortykoidy wydzielane są rytmicznie przez nadnercza pod 
kontrolą podwzgórza i przysadki, a oś HPA (oś podwzgórzowo–przysadkowo–
nadnerczowa, ang hypothalamic-pituitary-adrenal axis) pełni ważną funkcję regulacyjną 
aktywność komórek układu odpornościowego. Największe stężenie glukokortykoidów 
w osoczu ssaków występuje na początku fazy aktywnej, która u myszy przypada 
w godzinach wieczornych [266]. Poza nadnerczami, GC syntetyzowane są również 
lokalnie w grasicy przez korowe komórki nabłonkowe oraz przez same tymocyty [265]. 
GC są zaangażowane w podstawowy mechanizm regulacji neuro-endokrynowej 
układu odpornościowego [267]. Pierwsze przeciwzapalne i immunosupresyjne efekty 
działania syntetycznych glukokortykoidów wykazano blisko 70 lat temu w terapii 
reumatoidalnego zapalenia stawów [268]. Syntetyczne analogi tych hormonów 
zaliczane są do najsilniejszych leków immunosupresyjnych [269][270] i pomimo 
szeregu poważnych działań niepożądanych, GC stanowią grupę najbardziej skutecznych 
i powszechnie stosowanych leków w terapii chorób autoimmunizacyjnych i w leczeniu 
przewlekłych stanów zapalnych [268][271][272].  
Główny mechanizm działania GC polega na aktywacji receptora glukokortykoidów 
(GCR, ang. glucocorticoid receptor). Należący do rodziny receptorów jądrowych pełni 
funkcję czynnika transkrypcyjnego regulującego ekspresję genów poprzez bezpośrednie 
oddziaływanie z sekwencjami GRE (ang. glucocorticoid response elements) lub wiązanie 
innych czynników transkrypcyjnych np. NF-κB, AP-1, CREB, NFAT, STAT6, IRF3, STAT3, 
GATA-3 i T-bet [273][274]. Regulacja ekspresji genów za pośrednictwem GCR zachodzi 
także na drodze niegenomowej. Glukokortykoidy wpływają na szereg procesów 
w komórkach ssaków: wywołują zmiany metabolizmu [275] oraz wykazują różnorodne 
działania w obrębie układu odpornościowego: wpływają na regulację rozwoju 
i aktywności leukocytów [269][270] oraz wykazują działanie przeciwzapalne 
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i immunosupresyjne wskutek zahamowania ekspresji genów kodujących cytokiny, 
receptory cytokin, chemokiny i cząsteczki adhezyjne [265][276][277]. W efekcie GC 
uczestniczą w regulacji apoptozy (wykazując zarówno pro- jak i antyapoptotyczne 
działanie), immunosupresji i polaryzacji odpowiedzi z udziałem limfocytów Th1/Th2, 
a także rozwoju i inwolucji grasicy, regulacji jej funkcji endokrynowych i rozwoju 
tymocytów [278]. 
Aktualnie uważa się, że glukokortykoidy mogą wpływać na różnicowanie, 
przeżywalność i produkcję cytokin przez limfocyty pTreg i tTreg [57]. Z jednej strony GC 
indukują apoptozę niedojrzałych tymocytów, wśród których szczególnie wrażliwe są 
tymocyty DP [279][280][281]. Z drugiej strony uważa się, że mogą one chronić tymocyty 
przed apoptozą indukowaną aktywacją z udziałem TCR. Zgodnie z modelem 
„wzajemnego antagonizmu” Zacharchuka i Vacchio, przeżycie i dalszy rozwój tymocytów 
DP w procesie selekcji w grasicy uzależniony jest od równowagi pomiędzy sygnałami 
przekazywanymi od TCR i GCR [281][282][283][284][285][286][287]. Tymocyty 
wykazujące ekspresję receptorów TCR o dużym powinowactwie do kompleksów 
MHC/własny peptyd podlegają negatywnej selekcji, ponieważ zbyt słaby sygnał od GCR 
nie jest w stanie zrównoważyć sygnału od TCR. Z kolei tymocyty posiadające TCR 
o małym powinowactwie do kompleksów MHC/własny peptyd są eliminowane wskutek 
indukcji apoptozy przez przeważający sygnał od GCR. Ostatecznie, selekcję przeżywają 
tylko te tymocyty, w których oba sygnały - od GCR i TCR równoważą się. Wyniki licznych 
badań potwierdziły udział szeregu wspólnych białek pełniących funkcję przekaźników 
sygnału w ścieżkach sygnałowych od GCR i TCR, które mogą brać udział w procesie 
selekcji pozytywnej tymocytów [288][289][290]. Możliwe jest, że w mikrośrodowisku 
o podwyższonym stężeniu glukokortykoidów, rozwój tymocytów może być przesunięty 
w kierunku populacji wykazującej ekspresję TCR o wysokim powinowactwie - 
charakterystycznej dla limfocytów tTreg [281].  
Tymocyty charakteryzują się zróżnicowaną ekspresją GCR: tymocyty DP wykazują 
małą ekspresję GCR, SP CD4+ i SP CD8+ - średnią, a tymocyty DN - dużą, a największy 
poziom ekspresji wykazują limfocyty tTreg [281]. Poziom ekspresji GCR tymocytów 
zależy od pory dnia [291]. Wskazuje się także na ważną rolę GC w indukcji ekspresji 
Foxp3 [70][71][72][73], a odsetek limfocytów tTreg w grasicy i ich aktywność 
supresyjna korelują z rytmicznymi, dobowymi zmianami syntezy endogennych 
glukokortykoidów [266].  
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Glukokortykoidy, oprócz bezpośredniego działania na tymocyty, wpływają także 
na dojrzewanie komórek dendrytycznych sprzyjając utrzymywaniu przez nie 
właściwości tolerogennych [292]. Cechujące się niedojrzałym fenotypem tolerogenne 
komórki dendrytyczne hamują odpowiedź limfocytów T wskutek anergii lub apoptozy, a 
także indukują powstawanie limfocytów Treg [293][294]. Ze względu na wpływ 
glukokortykoidów zarówno na tymocyty jak i na komórki dendrytyczne, z punktu 
widzenia założeń badawczych niniejszej rozprawy, rola GC jako czynnika selekcyjnego w 
rozwoju limfocytów tTreg jest szczególnie interesująca. Ten aspekt badawczy stanowi 
uzupełnienie głównego nurtu dotyczącego roli sygnałów aktywacji w rozwoju 
limfocytów tTreg. 
1.8 ZMIANY W ROZWOJU LIMFOCYTÓW T REGULATOROWYCH 
POCHODZĄCYCH Z GRASICY W PROCESIE STARZENIA 
 
Podobnie jak w przypadku innych układów, również układ odpornościowy ulega 
procesowi starzenia, co w rezultacie prowadzi do zwiększonej wrażliwości na infekcje 
[295][296][297]. Paradoksalnie, wraz z osłabieniem prawidłowej odpowiedzi 
odpornościowej, w przebiegu starzenia obserwuje się także zwiększoną zachorowalność 
na niektóre choroby autoimmunizacyjne, co jest skutkiem nadmiernej lub 
nieprawidłowej aktywności układu odpornościowego [298][297][299][300]. 
Znamienną cechą starzenia się układu odpornościowego jest inwolucja grasicy 
obejmująca jej atrofię i przekształcanie struktury z towarzyszącym zmniejszeniem 
liczby tymocytów i stopniowym zanikiem jej funkcji [301]. W zachodzącym z wiekiem 
procesie inwolucji grasicy obserwuje się zaburzony rozwój limfocytów T wskutek 
zmniejszonej zdolności komórek stromalnych grasicy do produkcji IL-7 i hormonów 
grasicy [302]. Zmiany w rozkładzie głównych populacji tymocytów u starych myszy 
obejmują zwiększenie odsetka tymocytów DN, zmniejszenie odsetka tymocytów DP, 
zmniejszenie odsetka tymocytów SP CD8+ oraz zwiększenie proporcji tymocytów SP 
CD4+ : SP CD8+ [303][304]. W przeciwieństwie do limfocytów pTreg, których liczba w 
obwodowych narządach limfoidalnych rośnie w wiekiem, liczba limfocytów tTreg w 
grasicy ulega zmniejszeniu, a ich odsetek nie ulega zmianie bądź jest większy niż u 
myszy młodych [304][305][306][297]. Mechanizmy leżące u podstaw obserwowanych 
zmian nie są do końca poznane, a jednym z nich wydaje się akumulacja limfocytów Treg 
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wskutek zmniejszenia ekspresji proapoptotycznego białka Bim w tych komórkach 
[297][305]. Do zwiększenia odsetka limfocytów Treg w grasicy w przebiegu starzenia 
przyczyniać się może także napływ limfocytów pTreg z obwodowych narządów 
limfoidalnych. Zjawisko to może z kolei skutkować zahamowaniem różnicowania 
nowych limfocytów tTreg w grasicy wskutek skutecznej konkurencji obwodowych 
limfocytów pTreg o IL-2 [25][307][308].  
Potencjał supresyjny limfocytów tTreg nie podlega zmianom w przebiegu 
starzenia [309][304]. Obserwowana z wiekiem zwiększona zachorowalność na choroby 
autoimmunizacyjne może zaś wynikać z niewrażliwości docelowych limfocytów Tkonw 
starych osobników na działanie limfocytów Treg [304].  
2 CEL NAUKOWY ROZPRAWY 
2.1 PODSTAWY TEORETYCZNE UZASADNIAJĄCE PODJĘCIE PROBLEMU 
BADAWCZEGO 
 
Biologia limfocytów Treg stanowi przedmiot intensywnych badań od ponad pół 
wieku. Niesłabnące zainteresowanie tymi komórkami wynika z możliwości ich 
wykorzystania w terapii wielu chorób związanych z nadmierną lub niewłaściwą 
odpowiedzią układu odpornościowego. Wyniki badań wskazują na możliwość 
uzyskiwania w hodowlach in vitro limfocytów pTreg z krwi obwodowej człowieka lub 
obwodowych narządów limfoidalnych zwierząt laboratoryjnych [188][310][311]. 
Limfocyty pTreg, indukowane w hodowli in vitro w środowisku dużego stężenia IL-2 
wykazują aktywność supresyjną i mogą być wykorzystywane w celach terapeutycznych 
lub w badaniach nowych czynników wspomagających terapie oparte na ich supresyjnej 
aktywności [312][17]. 
 Badania in vitro pochodzących z grasicy limfocytów Treg są znacznie mniej 
zaawansowane niż limfocytów pTreg. Do tej pory nie opracowano optymalnego modelu 
hodowli in vitro umożliwiającego badanie ich rozwoju oraz czynników niezbędnych 
w tym procesie. Trudności wynikają między innymi z dużej wrażliwości tymocytów 
i samych limfocytów tTreg na indukcję apoptozy [313] oraz nabywanie anergii 
w odpowiedzi na standardową aktywację [40][42][189][190]. 
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Stosowane standardowo warunki hodowli konwencjonalnych limfocytów T, 
a także modele hodowli in vitro wykorzystywane do uzyskiwania limfocytów pTreg 
okazywały się nieskuteczne w przypadku limfocytów tTreg. Pomimo stosowania 
różnorodnych metod hodowli (opisanych w rozdziale 1.5 Modele hodowli in vitro 
umożliwiające uzyskiwanie limfocytów T regulatorowych), nie opracowano dotychczas 
odpowiedniego modelu hodowli in vitro, który zapewniłby utrzymanie żywotności, 
proliferacji i funkcji supresyjnej limfocytów tTreg i jednocześnie umożliwiłby badanie 
roli wybranych czynników w rozwoju tych komórek w kontekście oddziaływań tymocyt 
– komórka prezentująca antygen.  
Biorąc pod uwagę powyższe, celem niniejszej pracy była optymalizacja warunków 
hodowli in vitro tymocytów, umożliwiająca badanie rozwoju pochodzących z grasicy 
limfocytów tTreg, ze szczególnym uwzględnieniem roli sygnałów aktywacyjnych 
i cytokin w powstawaniu tych komórek.  
2.2 HIPOTEZY BADAWCZE 
 
Wykorzystanie modeli eksperymentalnych powszechnie stosowanych do 
generowania limfocytów pTreg okazało się nieprzydatne w przypadku prób 
uzyskiwania limfocytów Treg pochodzących z grasicy. Z tego względu uzasadnione 
wydawało się opracowanie nowego modelu hodowli in vitro, prostego, umożliwiającego 
standaryzację i kontrolę warunków mikrośrodowiska kluczowych w rozwoju 
limfocytów tTreg. 
Zgodnie z modelem zaproponowanym przez Hsieh, rozwój limfocytów tTreg 
następuje dwuetapowo (Ryc. 4) [67][156]. W pierwszym etapie wskutek silnego sygnału 
od receptora TCR oraz sygnału kostymulacyjnego od cząsteczki CD28 aktywowana jest 
w tymocytach SP CD4+ ścieżka sygnałowa z udziałem NFκB i dochodzi do indukcji 
ekspresji cząsteczek CD122, CD25 i GITR charakterystycznych dla komórek 
prekursorowych limfocytów tTreg [67][181][314]. Ważną rolę w tym procesie pełnią 
komórki prezentujące antygen, głównie komórki nabłonkowe grasicy i komórki 
dendrytyczne prezentujące antygeny własne [29], które zapewniają dostarczenie obu 
sygnałów aktywacyjnych. W drugim etapie, zależnym od cytokin, prekursory limfocytów 
tTreg różnicują wskutek aktywacji przez cytokiny szlaku z udziałem STAT5, w wyniku 
czego dochodzi do ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxp3 [156][180].  
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W oparciu o powyższe przesłanki sformułowano Hipotezę (1), że efektywne 
uzyskiwanie limfocytów tTreg in vitro z niezróżnicowanych tymocytów występujących 
w grasicy wymaga kontaktu z komórkami prezentującymi antygen, których obecność nie 
może być zastąpiona wyłącznie przeciwciałami anty-CD3 i anty-CD28. W tej roli 
wykorzystano komórki JAWS II wyprowadzone z komórek szpiku kostnego myszy 
C57BL/6 p53-/-, które wykazują cechy niedojrzałych komórek dendrytycznych. 
W założeniu opracowany model powinien zapewnić skuteczną interakcję TCR/CD3-
MHC II/peptyd i CD28-CD80/CD86. Zważywszy na niedojrzały fenotyp komórek JAWS II 
i umiarkowaną ekspresję kompleksów MHC II zastosowano przeciwciała monoklonalne 
anty-CD3 do dostarczenia silnego sygnału poprzez TCR/CD3 niezbędnego w indukcji 
rozwoju prekursorów limfocytów tTreg (zapewnienie lineage commitment) (Ryc. 6). 
 
RYC. 6 SYGNAŁY AKTYWACYJNE W ROZWOJU LIMFOCYTÓW tTREG 
Do rozwoju limfocytów tTreg w grasicy z tymocytów SP CD4+ konieczne są sygnały 
pochodzące od (1) TCR/CD3 wskutek interakcji z kompleksem MHC II/ peptyd 
prezentowanym przez komórki prezentujące antygen (JAWS II), ze względu na 
umiarkowaną ekspresję MHC II na komórkach JAWS II, zastosowano preaktywację 
tymocytów przeciwciałami monoklonalnymi anty-CD3; (2) cząsteczki CD28 wskutek 
interakcji z cząsteczkami CD80, CD86 na JAWS II ; (3) receptorów dla cytokin. 
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Rozwój tymocytów jest silnie zależny od mikrośrodowiska występującego 
w grasicy, w którym cytokiny pełnią ważną rolę sygnałów przekazywanych na drodze 
parakrynowej [196]. W grasicy występują m. in. IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, 
IL-10, TGF-β, TNF-α, G-CSF, GM-CSF, których zasięg działania jest ograniczony 
wewnętrzną przestrzenią narządu [196]. W rozwoju limfocytów tTreg kluczowy wydaje 
się udział cytokin wiązanych przez receptory z rodziny γc i potencjalnie TGF-β 
[196][223][259]. Różnorodność badanych cytokin przyczyniła się do sformułowania 
kolejnej Hipotezy (2), że w rozwoju limfocytów tTreg ważną rolę odgrywają 
nie pojedyncze cytokiny, lecz ich zestaw, którego zastosowanie w hodowli tymocytów 
wpływa na efektywność uzyskiwania dojrzałych limfocytów tTreg. 
W celu weryfikacji tej hipotezy zastosowano suplementację podłoża hodowlanego 
cytokinami, które aktywują szlak sygnałowy z udziałem STAT5 (Ryc. 5) oraz indukują 
ekspresję czynnika Foxp3: 
1. Cytokiny z rodziny wiązanych przez receptory zawierające γc: IL-2, IL-4, IL-7, IL-15 
i IL-21, o potwierdzonej lub potencjalnej roli w rozwoju i homeostazie limfocytów 
Treg [68][156][210][222][223]; 
2. TSLP, cytokina o spektrum działania podobnym do IL-7, uczestniczy w rozwoju 
i utrzymaniu homeostazy limfocytów T, reguluje wczesny rozwój limfocytów T, lecz 
do tej pory nie powiązana z rozwojem limfocytów tTreg w grasicy [315]; 
3. TGF-β, kluczowa cytokina indukująca różnicowanie limfocytów pTreg, potencjalnie 
może uczestniczyć w powstawaniu limfocytów tTreg w grasicy [259][316]. 
Zważywszy, że do grasicy migrują z obwodowych narządów limfoidalnych komórki 
dendrytyczne, które prezentują antygeny obce, [317][318][319] sformułowana została 
kolejna Hipoteza (3), że limfocyty tTreg mogą powstawać z komórek prekursorowych 
(CD25+GITR+) lub w drodze indukcji z tymocytów SP CD4+. W celu weryfikacji tej 
hipotezy zbadano, czy w hodowli tymocytów pozbawionych komórek prekursorowych 
tTreg (CD25+GITR+) możliwe będzie uzyskanie limfocytów tTreg na drodze indukcji 
z tymocytów SP CD4+. 
W rozwoju limfocytów tTreg biorą udział także hormony [263]. Wyniki 
wcześniejszych badań wskazują na rolę glukokortykoidów w regulacji rozwoju i funkcji 
supresyjnej limfocytów tTreg w cyklu zależnym od pory dnia i w korelacji ze stężeniem 
kortykosteronu w surowicy [266]. Ponadto, zgodnie z modelem „wzajemnego 
antagonizmu” Zacharchuka i Vacchio, uważa się, że glukokortykoidy odgrywają istotną 
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rolę w ochronie tymocytów przed apoptozą indukowaną aktywacją z udziałem TCR 
poprzez zapewnienie równowagi pomiędzy sygnałami z TCR i GCR 
[282][283][284][285][286][287][281]. Wyniki te upoważniły do sformułowania 
kolejnej Hipotezy (4), że w opracowanym modelu hodowli glukokortykoidy mogą 
pełnić rolę czynnika selekcyjnego w rozwoju limfocytów tTreg. W celu weryfikacji tej 
hipotezy zbadano wpływ deksametazonu, syntetycznego glukokortykoidu, na rozwój 
limfocytów tTreg wykorzystując opracowany model hodowli. 
Zważywszy, że z wiekiem dochodzi do licznych zmian ilościowych i jakościowych 
w układzie odpornościowym dotyczących także limfocytów tTreg [25][304], podjęto 
próbę weryfikacji użyteczności opracowanego modelu hodowli w celu badania rozwoju 
limfocytów tTreg myszy starych. 
 
Podsumowując – celem pracy było uzyskanie odpowiedzi na następujące pytania: 
1. Czy poprzez zapewnienie tymocytom kontaktu z komórkami prezentującymi 
antygen możliwe jest stworzenie podstawowego mikrośrodowiska do powstawania 
limfocytów tTreg in vitro? 
2. Czy zastosowanie odpowiedniego zestawu cytokin umożliwi optymalizację 
mikrośrodowiska do rozwoju limfocytów tTreg in vitro? 
3. Jaki jest mechanizm powstawania uzyskiwanych w hodowli limfocytów tTreg? 
4. Czy limfocyty tTreg uzyskiwane w oparciu o opracowany model hodowli in vitro, 
zachowują funkcję supresyjną? Jaki jest prawdopodobny mechanizm supresji?  
5. Czy w opracowanym modelu hodowli glukokortykoidy mogą pełnić rolę czynnika 
selekcyjnego w rozwoju limfocytów tTreg? 
6. Czy opracowany model hodowli in vitro można zastosować do badania potencjału 
tymocytów starych myszy do rozwoju w limfocyty tTreg? 
 
2.3 PRZEWIDYWANE KORZYŚCI Z ZAPLANOWANYCH BADAŃ  
1. Zakładano opracowanie odpowiedniego modelu hodowli tymocytów, w którym 
dostarczone sygnały aktywacyjne i mikrośrodowisko cytokinowe pozwolą 
na efektywne generowanie limfocytów tTreg in vitro.  
2. Oczekiwano także, że niezależnie od mechanizmu powstawania, uzyskane in vitro 
limfocyty tTreg zachowają funkcję supresyjną.  
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3. Przewidywano możliwość wykorzystania modelu hodowli jako narzędzia do 
prowadzenia podstawowych badań roli czynników potencjalnie ważnych 
w powstawaniu i funkcji limfocytów tTreg oraz badań aplikacyjnych dotyczących 
nowych cząsteczek terapeutycznych modulujących rozwój limfocytów tTreg.  
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3 ZADANIA BADAWCZE 
 
Ogólny schemat badań dotyczących rozwoju limfocytów T regulatorowych 
pochodzących z grasicy z wyszczególnieniem zadań badawczych służących weryfikacji 
proponowanych hipotez przedstawia rycina 7. Materiałem badawczym 
w prowadzonych eksperymentach były tymocyty izolowane z myszy szczepu B6.Cg-
Foxp3tm2Tch oraz C57BL/6. Badania prowadzono z wykorzystaniem tymocytów 
izolowanych z grasic obu płci myszy młodych i starych. Badania z wykorzystaniem 
myszy obu płci prowadzono ze względu na różnice w zachorowalności na choroby 
autoimmunizacyjne [320][321][322][323] i rolę limfocytów tTreg w zapobieganiu ich 
rozwoju [324][325][64]. Liczba i aktywność limfocytów Treg jest zależna od płci: samice 
cechuje mniejsza liczba limfocytów tTreg w grasicy oraz ich niższa aktywność 
supresyjna w porównaniu z limfocytami tTreg samców [266]. Biorąc pod uwagę 
powyższe, interesującym wydawało się przeprowadzenie badań in vitro, 
z wykorzystaniem tymocytów pochodzących z myszy obu płci, w celu określenia, 
czy powstanie i funkcja limfocytów tTreg in vitro mogą być zależne od cech samej 
komórki, a nie tylko jej środowiska w organizmie.  
Tymocyty hodowano 3-7 dni w kontrolowanych warunkach. Wybrano optymalny 
wariant hodowli zapewniający odpowiednią żywotność tymocytów, proliferację i rozwój 
w kierunku limfocytów tTreg (Zadanie 1), i zastosowano w dalszych badaniach jako 
„model hodowli”. Przeprowadzono analizę roli mikrośrodowiska cytokinowego 
w powstawaniu limfocytów tTreg in vitro (Zadanie 2). Określono mechanizm 
powstawania limfocytów tTreg in vitro oraz zweryfikowano ich funkcję supresyjną 
(Zadanie 3). Opracowany model wykorzystano także w badaniu glukokortykoidów 
w roli czynnika selekcyjnego w rozwoju limfocytów tTreg (Zadanie 4). Końcowym 
etapem badań (Zadanie 5) było określenie potencjału tymocytów izolowanych z grasicy 
starych myszy do różnicowania w limfocyty tTreg w warunkach opracowanego modelu 
hodowli in vitro.  
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RYC. 7 OGÓLNY SCHEMAT BADAŃ  
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3.1 ZADANIE 1: „Optymalizacja warunków aktywacji tymocytów w hodowli 
in vitro  do badania rozwoju limfocytów tTreg” (Weryfikacja hipotezy 1)  
 
Celem pierwszego zadania było porównanie efektywności generowania 
limfocytów tTreg w opracowanym modelu z innymi metodami hodowli 
wykorzystywanymi powszechnie w generowaniu limfocytów pTreg. Badaniom poddano 
rożne warianty hodowli tymocytów (Ryc. 8), w celu określenia optymalnych warunków 
umożliwiających uzyskiwanie limfocytów tTreg in vitro, a następnie badano rolę 
różnych czynników w ich rozwoju. W oparciu o hipotetyczny model dwuetapowego 
rozwoju limfocytów tTreg według teorii Hsieh [67], zastosowano autorski model 
hodowli in vitro tymocytów w obecności komórek dendrytycznych. W proponowanym 
modelu badawczym w roli komórek prezentujących antygen wykorzystano komórki 
JAWS II. Skuteczność powstawania limfocytów tTreg w opracowanym modelu 
porównano z wariantami hodowli wykorzystywanymi standardowo do uzyskiwania 
limfocytów pTreg. Optymalny model aktywacji tymocytów wykorzystano do realizacji 
kolejnych zadań badawczych. 
Porównano pięć wariantów hodowli tymocytów z zastosowaniem różnych źródeł 
sygnałów aktywujących tymocyty w wyniku interakcji TCR/CD3 i CD28 z odpowiednimi 
ligandami (Ryc. 8): 
 WARIANT 1: Niepełna aktywacja - dostarczenie wyłącznie pierwszego sygnału 
aktywacji do kompleksu TCR/CD3: 72-godzinna hodowla tymocytów na płytce 
opłaszczonej przeciwciałami anty-CD3. Wariant ten oznaczany jest w dalszej części 
pracy jako „anty-CD3”, 
 WARIANT 2: Dostarczenie tymocytom dwóch sygnałów aktywacji: 72-godzinna 
hodowla tymocytów na płytce opłaszczonej przeciwciałami anty-CD3 w podłożu 
zawierającym rozpuszczone przeciwciała anty-CD28. Wariant ten oznaczany jest 
w dalszej części pracy jako „anty-CD3 + anty-CD28”, 
 WARIANT 3: 72-godzinna hodowla tymocytów w podłożu z kulkami 
opłaszczonymi przeciwciałami anty-CD3 i anty-CD28. Wariant ten oznaczany jest 
w dalszej części pracy jako „kulki anty-CD3 anty-CD28”, 
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 WARIANT 4: 72-godzinna hodowla tymocytów z komórkami JAWS II będącymi 
źródłem słabych sygnałów aktywacji dostarczanych do kompleksu TCR/CD3 
i cząsteczki CD28 (ze względu na umiarkowaną ekspresję MHC II i cząsteczek 
kostymulatorowych na komórkach JAWS II). Wariant ten oznaczany jest w dalszej 
części pracy jako „JAWS II”, 
 WARIANT 5: Dostarczenie pierwszego sygnału aktywacji do kompleksu 
TCR/CD3 poprzez 24-godzinną preaktywację tymocytów na płytkach do hodowli 
opłaszczonych przeciwciałami anty-CD3 (silny sygnał), a następnie 72-godzinną 
hodowlę tymocytów z komórkami JAWS II (słaby sygnał kostymulatorowy). Wariant 
ten oznaczany jest w dalszej części pracy jako „anty-CD3 + JAWS II”. 
 
RYC. 8 WARIANTY HODOWLI TYMOCYTÓW  
 
Tymocyty z różnych wariantów hodowli badano z zastosowaniem techniki 
cytometrii przepływowej. Analizowano:  
1) żywotność tymocytów w hodowli, 
2) proliferację tymocytów w hodowli, 
3) różnicowanie tymocytów w hodowli do limfocytów tTreg na podstawie: 
a) odsetka tymocytów SP CD4+, 
b) odsetka tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+, 
c) odsetka tymocytów Foxp3+ w populacji CD4+CD25+ lub wśród 
wszystkich tymocytów w hodowli. 
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Dalsze badania w ramach kolejnych zadań przeprowadzono z wykorzystaniem 
autorskiego modelu hodowli tymocytów skutkującego uzyskaniem największego 
odsetka limfocytów tTreg in vitro.  
 
3.2 ZADANIE 2: „Analiza roli cytokin w powstawaniu limfocytów tTreg in 
vitro” (Weryfikacja hipotezy 2) 
Celem drugiego zadania badawczego była weryfikacja hipotezy, że nie pojedyncze 
cytokiny lecz ich określony zestaw wpływa na efektywność powstawania limfocytów 
tTreg w hodowli in vitro. Badaniami objęto IL-2, IL-7, IL-15, IL-4, IL-21, TSLP oraz TGF-β 
ze względu na ich udokumentowany lub prawdopodobny udział w utrzymaniu 
żywotności, zdolności do proliferacji i rozwoju limfocytów tTreg oraz funkcji supresyjnej 
(opisano w rozdziałach 1.6 Rola cytokin w rozwoju limfocytów T regulatorowych 
pochodzących z grasicy oraz 2.2 Hipotezy badawcze). Cytokiny dodawano osobno 
do hodowli preaktywowanych tymocytów z komórkami JAWS II, a ich wpływ 
na analizowane parametry badano po 3 dniach hodowli (Ryc. 9 A). Analizowano: 
1) żywotność tymocytów w hodowli, 
2) proliferację tymocytów w hodowli, 
3) różnicowanie tymocytów w hodowli do limfocytów tTreg na podstawie: 
a) odsetka tymocytów SP CD4+, 
b) odsetka tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+, 
c) odsetka tymocytów Foxp3+ w populacji CD4+CD25+ lub wśród 
wszystkich tymocytów w hodowli, 
d) poziomu ekspresji czynnika Foxp3 w limfocytach tTreg w hodowli in vitro. 
Do dalszych eksperymentów wybrano cytokiny charakteryzujące się największą 
skutecznością pod względem założonych kryteriów i zbadano efektywność wybranych 
par cytokin w generowaniu limfocytów tTreg in vitro w hodowlach 3-dniowych 
(Ryc. 9B) oraz 7-dniowych (Ryc. 9C). Efektywność uzyskiwania in vitro limfocytów tTreg 
określano poprzez porównanie ich odsetka w hodowlach z odsetkiem w grasicy myszy 
w warunkach fizjologicznych. 
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RYC. 9 SCHEMAT BADANIA ROLI MIKROŚRODOWISKA CYTOKINOWEGO W POWSTAWANIU 
LIMFOCYTÓW tTREG IN VITRO 
 
 
 Dalsze badania dotyczące pochodzenia powstających w hodowli limfocytów tTreg 
oraz ich aktywności supresyjnej prowadzono w oparciu o opracowany model 
z zastosowaniem wybranej kombinacji cytokin. 
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3.3 ZADANIE 3: „Określenie mechanizmu powstawania i charakterystyka 
funkcjonalna uzyskanych in vitro  limfocytów tTreg” (Weryfikacja 
hipotezy 3) 
 
Celem trzeciego zadania badawczego było określenie mechanizmu powstawania 
limfocytów tTreg in vitro w środowisku wybranych cytokin oraz weryfikacja ich 
aktywności supresyjnej. Poszczególne etapy badań w tym zadaniu objęły: 
 
A. Określenie mechanizmu powstawania limfocytów tTreg z prekursorów limfocytów 
tTreg lub w drodze indukcji z tymocytów SP CD4+ (Ryc. 10A). W tym celu w hodowli 
tymocytów pozbawionych prekursorów limfocytów tTreg (CD25+GITR+), 
oznaczono: 
a) odsetek tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+, 
b) odsetek tymocytów Foxp3+ w populacji CD4+CD25+, 
c) proliferację tymocytów CD4+CD25+, 
d) proliferację limfocytów tTreg. 
 
B. Weryfikację funkcji supresyjnej uzyskanych in vitro limfocytów tTreg (Ryc. 10 B): 
Porównano aktywność supresyjną limfocytów tTreg uzyskanych in vitro 
z limfocytami tTreg izolowanymi bezpośrednio z grasicy. Aktywność supresyjną 
określano w teście funkcjonalnym hamowania proliferacji aktywowanych 
limfocytów Tkonw. 
 
C. Określenie możliwego mechanizmu supresji limfocytów tTreg uzyskanych in vitro 
(Ryc. 10 C): 
 Oznaczano stężenie cytokin supresorowych (TGF-β i IL-10) w supernatancie znad 
hodowli limfocytów tTreg z aktywowanymi limfocytami Tkonw.  
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RYC. 10 SCHEMAT BADANIA MECHANIZMU POWSTAWANIA LIMFOCYTÓW tTREG W HODOWLI IN VITRO (A), OCENY FUNKCJI SUPRESYJNEJ 
POWSTAŁYCH LIMFOCYTÓW tTREG (B) ORAZ MECHANIZMU SUPRESJI (C) 
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3.4 ZADANIE 4: „Wykorzystanie glukokortykoidów w roli czynnika 
selekcyjnego w rozwoju limfocytów tTreg in vitro” (Weryfikacja 
hipotezy 4) 
 
W zadaniu czwartym przeprowadzono badanie roli deksametazonu jako czynnika 
selekcyjnego w rozwoju limfocytów tTreg in vitro (Ryc. 11) w drodze trzech 
zakładanych mechanizmów: 
a) zróżnicowanej wrażliwości tymocytów na indukcję apoptozy przez Dex, 
b) bezpośredniego wpływu na indukcję ekspresji czynnika Foxp3, 
c) modulacji ekspresji cząsteczek kostymulatorowych na komórkach JAWS II. 
 Deksametazon dodawano po 24-godzinnej preaktywacji tymocytów z 
przeciwciałami anty-CD3, do hodowli z komórkami JAWS II. 
 
 
RYC. 11 SCHEMAT BADANIA ROLI DEKSAMETAZONU W ROZWOJU LIMFOCYTÓW tTREG IN 
VITRO 
 
Po 3 dniach hodowli tymocytów po dodaniu Dex analizowano: 
A. Wpływ Dex na powstawanie limfocytów tTreg w kontekście równowagi sygnałów 
aktywacyjnych dostarczanych od GCR i TCR na podstawie: 
a) rozkładu głównych populacji tymocytów w tym odsetka SP CD4+ 
b) odsetka tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+ 
c) odsetka tymocytów Foxp3+ w populacji CD4+CD25+ oraz wśród wszystkich 
tymocytów w hodowli; 
B. Rolę Dex jako czynnika selekcyjnego w rozwoju tymocytów, zależnie od stadium 
rozwoju poprzez określenie wpływu Dex na żywotność tymocytów in vitro: 
a) głównych populacji tymocytów, 
b) tymocytów w obrębie populacji SP CD4+ w zależności od ekspresji CD25,  
c)  tymocytów w obrębie populacji CD4+CD25+ w zależności od ekspresji Foxp3. 
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Po 48 godzinach hodowli oceniano wpływ Dex na modulację ekspresji cząsteczek 
uczestniczących w aktywacji tymocytów na komórkach prezentujących antygen. W tym 
celu oznaczono ekspresję MHC II, CD80 i CD86 na komórkach JAWS II. 
3.5 ZADANIE 5: „Wykorzystanie modelu hodowli in vitro  do badania 
potencjału tymocytów pochodzących z grasicy starych myszy do 
różnicowania w limfocyty tTreg” (Weryfikacja użyteczności modelu)  
 
W celu weryfikacji użyteczności opracowanego modelu hodowli przeprowadzono 
badania pilotażowe w przykładowym zastosowaniu, którego celem było określenie 
potencjału tymocytów izolowanych z grasicy starych myszy do rozwoju w limfocyty 
tTreg. W badaniach określono: żywotność, proliferację, odsetek tymocytów SP CD4+ 
w hodowli i dalsze różnicowanie w kierunku limfocytów tTreg oparte o ekspresję 
markerów CD25 i Foxp3. Badania prowadzono według schematu opisanego wcześniej 
na Rycinie 8 (wariant „anty-CD3 + JAWS II”) określając: 
1) żywotność tymocytów w hodowli, 
2) proliferację tymocytów w hodowli, 
3) różnicowanie tymocytów w hodowli do limfocytów tTreg na podstawie: 
a) odsetka tymocytów SP CD4+, 
b) odsetka tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+, 
c) odsetka tymocytów Foxp3+ w populacji CD4+CD25+. 
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4 MATERIAŁY I METODY  
4.1 ZWIERZĘTA  
 
Do badań użyto myszy obu płci szczepów C57BL/6 i B6.Cg-Foxp3tm2Tch (Foxp3EGFP) 
w wieku 8-10 tygodni (myszy młode) oraz w wieku 12-15 miesięcy (myszy stare). 
Myszy szczepu B6.Cg-Foxp3tm2Tch charakteryzują się koekspresją białka Foxp3 i GFP 
wykazują 98-99% identyczności ze szczepem C57BL/6. W celu ustalenia źródeł 
sygnałów aktywacyjnych optymalnych do powstawania limfocytów tTreg oraz wpływu 
cytokin i glukokortykoidów na ten proces w hodowli in vitro, stosowano tymocyty 
izolowane od myszy szczepu B6.Cg-Foxp3tm2Tch (Foxp3EGFP). W celu określenia 
aktywności supresyjnej limfocytów tTreg uzyskanych in vitro wykorzystano myszy 
C57BL/6, ze względu na większą aktywność limfocytów T regulatorowych tego szczepu.  
Myszy hodowano w Zwierzętarni Wydziału Biologii Uniwersytetu Warszawskiego 
w systemie indywidualnie wentylowanych klatek w warunkach SPF (semi pathogen free) 
w temperaturze 22ºC (+/- 2°C) w warunkach fotoperiodu 12/12h. Zwierzęta miały 
wolny dostęp do standardowej paszy i wody. Wszystkie procedury obejmujące badania 
na zwierzętach zostały zatwierdzone przez Lokalną Komisję Etyczną. 
4.2 POBIERANIE MATERIAŁU  DO BADAŃ  
 
Myszy uśmiercano za pomocą CO2. W badaniach wykorzystywano grasice i węzły 
limfatyczne pachowe. Świeżo izolowane narządy limfoidalne umieszczano w zimnym 
buforowanym roztworze soli fizjologicznej (PBS) i natychmiast homogenizowano 
za pomocą szklanych homogenizatorów. Zawiesiny komórek oczyszczano z fragmentów 
tkanek filtrując je przez sitko o średnicy porów 100µm. Komórki wyizolowane 
z narządów limfoidalnych liczono w komorze Bürkera po uprzednim wybarwieniu jąder 
komórkowych płynem Türka, a ich żywotność oznaczano metodą barwienia 0,4% 
roztworem błękitu trypanu. Żywotność komórek wykorzystywanych w eksperymentach 
wynosiła ponad 95%. 
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4.3 LINIA KOMÓRKOWA JAWS II  
Linię komórkową JAWS II (ATCC CRL-11904) stanowią niedojrzałe komórki 
dendrytyczne o fenotypie monocytów, pozyskane ze szpiku kostnego myszy szczepu 
C57BL/6 p53-KO. Nieaktywowane komórki JAWS II charakteryzują się małą ekspresją 
CD86 i CD40, umiarkowaną MHC II i nieco większą CD11b, CD11c, CD80, MHC I oraz 
ICAM-1/CD54 [326][327]. W celu propagacji komórek JAWS II, hodowle prowadzono 
w podłożu RPMI-1640 zawierającym Glutamax, z dodatkiem antybiotyków (penicylina 
50 mU/ml i 50 ng/ml), 20% płodowej surowicy bydlęcej, 1 mM pirogronianu sodu oraz 
GM-CSF (Peprotech) w stężeniu 5ng/ml. 
4.4 HODOWLE IN VITRO  TYMOCYTÓW  
Tymocyty hodowano w 24-dołkowych płaskodennych płytkach w podłożu RPMI-
1640 zawierającym Glutamax z dodatkiem antybiotyków (penicylina 50 mU/ml 
i streptomycyna 50 ng/ml), 10% płodowej surowicy bydlęcej, 1 mM pirogronianu sodu 
i 0,2 mM 2-merkaptoetanolu. Wyjściowa gęstość tymocytów w hodowli wynosiła 
1x106/ml. Tymocyty hodowano 3 – 7 dni, w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO2 
stosując różne warianty hodowli (Ryc. 8): 
1. „anty-CD3” - Tymocyty hodowano przez 72 godziny na płytkach płaskodennych 
opłaszczonych przeciwciałami anty-CD3, 
2. „anty-CD3 + anty-CD28” - Tymocyty hodowano przez 72 godziny na płytkach 
płaskodennych opłaszczonych przeciwciałami anty-CD3 w podłożu zawierającym 
rozpuszczone przeciwciała anty-CD28, 
3. „kulki anty-CD3 anty-CD28” - 72-godzinna hodowla tymocytów z kulkami 
opłaszczonymi przeciwciałami anty-CD3 i anty-CD28, 
4. „JAWS II” - 72-godzinna hodowla tymocytów z komórkami JAWS II, 
5. „anty-CD3 + JAWS II” - inkubacja tymocytów przez 24 godziny na płytkach do hodowli 
opłaszczonych przeciwciałami anty-CD3, a następnie ich dalsza hodowla przez 
72 godziny na płytce z komórkami JAWS II. 
Płytki do hodowli opłaszczano przeciwciałami anty-CD3 (BD Biosciences) 
inkubując je przez noc w temperaturze 4°C z roztworem przeciwciał anty-CD3 
w stężeniu 5 µg/ml w PBS. Przeciwciała anty-CD28 (BD Biosciences) dodawano 
w stężeniu 0,5 µg/ml hodowli. Stężenia przeciwciał anty-CD3 i anty-CD28 wybrano 
w oparciu o przeprowadzone badania wstępne. Do aktywacji tymocytów stosowano 
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kulki opłaszczone przeciwciałami anty-CD3 i anty-CD28 (Miltenyi Biotec). Stosunek 
tymocytów do opłaszczonych kulek w hodowli wynosił 1:1.  
Hodowle tymocytów z komórkami JAWS II prowadzono w stosunku 1: 10 (JAWS 
II : tymocyty) w podłożu RPMI-1640 zawierającym Glutamax z dodatkiem antybiotyków 
(penicylina 50 mU/ml i streptomycyna 50 ng/ml), 20% płodowej surowicy bydlęcej, 
1 mM pirogronianu sodu. 
Cytokiny: IL-7, IL-15, IL-21, TGF-β1 (PeproTech), IL-4 (Genzyme), TSLP 
(eBioscence) zastosowano w stężeniu 10ng/ml, IL-2 (PeproTech) - w stężeniu 50 U/ml. 
Stężenia cytokin dodawanych do podłoża hodowlanego ustalone zostały w oparciu 
o dane literaturowe, zalecenia producentów i wyniki własnych badań wstępnych. 
W przypadku hodowli 3-dniowych, cytokiny dodawano jeden raz do podłoża, 
na początku hodowli tymocytów z komórkami JAWS II. W przypadku hodowli 
7-dniowych, cytokiny dodawano dwukrotnie: na początku hodowli i po 3 dniach 
z jednoczesną wymianą podłoża. 
Deksametazon (Sigma-Aldrich) zastosowano w zakresie stężeń 1pM-1µM. 
4.5 OZNACZANIE ŻYWOTNOŚCI  KOMÓREK  
 
Żywotność tymocytów w hodowli in vitro określano stosując znakowanie 
7-amino-aktynomycyną D (7-AAD), która przenika przez błony martwych komórek 
i interkaluje do DNA. Odczynnik stosowano zgodnie z zaleceniami producenta 
(eBiosciences) w objętości 5µl / test (1x106 komórek). Komórki wyznakowane 
zestawem przeciwciał monoklonalnych do analizy fenotypowej inkubowano 10 minut 
z 7-AAD bezpośrednio przed analizą w cytometrze przepływowym. Analizowano żywe 
tymocyty (7-AAD negatywne). Tymocyty martwe (7-AAD pozytywne) wykluczono 
z analiz (Ryc. 12). Analizę przygotowanych prób komórek wykonano przy użyciu 
cytometru przepływowego BD FACSVerse (BD Biosciences) i analizowano 
w programach FACSuite oraz FACSDiva. 
Żywotność komórek JAWS II w hodowli z deksametazonem badano za pomocą 
standardowego znakowania jodkiem propidyny i aneksyną V/FITC (BD Biosciences) 
według instrukcji producenta. Próby komórek badano z użyciem cytometru FACS 
Calibur (BD Biosciences) i analizowano za pomocą programu CellQuest. 
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4.6 OZNACZANIE PROLIFERACJI TYMOCYTÓW  
 
W celu odróżnienia tymocytów proliferujących od nieproliferujących oraz 
komórek JAWS II, świeżo izolowane tymocyty znakowano barwnikiem V450 (Violet 
Proliferation Dye 450, BD Biosciences). Niewykazujący fluorescencji barwnik V450 
biernie przenika przez błony komórkowe. We wnętrzu żywych komórek ulega 
hydrolizie przez wewnątrzkomórkowe esterazy oraz nabywa zdolności do emisji 
fluorescencji i kowalencyjnego wiązania z grupami aminowymi białek w komórce. Wraz 
z podziałem komórki, barwnik V450 rozdzielany jest równomiernie pomiędzy komórki 
potomne, tak, że każda z nich zachowuje w przybliżeniu połowę intensywności 
fluorescencji V450, co umożliwia oznaczanie kolejnych rund proliferacyjnych (Ryc. 12). 
Odczynnik stosowano zgodnie z zaleceniami producenta w objętości 1 µL V450 na 1ml 
zawiesiny zwierającej 1x106 komórek. Analizę przygotowanych prób komórek 
wykonano przy użyciu cytometru przepływowego BD FACSVerse (BD Biosciences) 
i analizowano w programach FACSuite oraz FACSDiva. 
4.7 OZNACZANIE FENOTYPU TYMOCYTÓW  I KOMÓREK JAWS II  
 
Główne populacje tymocytów (DN CD4-CD8-, DP CD4+CD8+, SP CD4+CD8-, 
SP CD8+CD4-) charakteryzowano na podstawie ekspresji markerów powierzchniowych: 
CD4 i CD8. Fenotyp limfocytów tTreg oznaczono na podstawie ekspresji markerów 
powierzchniowych: CD4, CD25 oraz wewnątrzkomórkowej ekspresji białka Foxp3 
poprzez analizę emisji fluorescencji białka GFP ulegającego koekspresji z białkiem 
Foxp3 myszy szczepu B6.Cg-Foxp3tm2Tch/J (Foxp3EGFP). Do znakowania markerów 
powierzchniowych użyto przeciwciał monoklonalnych sprzężonych z fluorochromami: 
anty-CD4/APC, anty-CD8/PE, anty-CD25/PeCy7 (BD Biosciences), stosowanych 
w stężeniu 0,5μg przeciwciała/106 tymocytów. Przygotowane zawiesiny tymocytów 
w buforze 0,5% albuminy surowicy bydlęcej (BSA, ang. Bovine Serum Albumin) w PBS 
inkubowano z mieszaniną przeciwciał przez 30 min. w temp 4°C w ciemności. 
Po inkubacji tymocyty płukano 3-krotnie PBS. Analizę przygotowanych prób komórek 
wykonano przy użyciu cytometru przepływowego BD FACSVerse (BD Biosciences) 
w programach FACSuite oraz FACSDiva. Sposób analizy prób przedstawiono na Ryc.  12. 
71 
 
 
 
RYC. 12 STRATEGIA BRAMKOWANIA I ANALIZY TYMOCYTÓW ŚWIEŻO WYIZOLOWANYCH 
Z GRASICY (A) ORAZ PO HODOWLI IN VITRO  (B) 
Tymocyty rozróżniano od komórek JAWS II lub kulek opłaszczonych przeciwciałami 
(zależnie od wariantu hodowli) na podstawie parametrów FSC/SSC (A) oraz znakowania 
tymocytów barwnikiem V450 (B). Określano żywotność tymocytów (żywe: 7-AAD-ujemne, 
martwe: 7-AAD-dodatnie) (C). Kolejne analizy przeprowadzano w populacji żywych 
tymocytów. Określano odsetek głównych populacji tymocytów (DN: CD4-CD8-, 
DP: CD4+CD8+, SP CD4+, SP CD8+). Dalsze analizy prowadzono w populacji tymocytów 
SP CD4+ (D). W populacji tymocytów SP CD4+ określano odsetek tymocytów wykazujących 
ekspresję CD25 (E). W populacji tymocytów CD4+CD25+ określano odsetek limfocytów 
tTreg na podstawie ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxp3 (F). 
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W prowadzonych badaniach ekspresję cząsteczek MHC II, CD80 i CD86 na 
komórkach JAWS II określono za pomocą znakowania przeciwciałami sprzężonymi 
z fluorochromami: anty-CD86/FITC, anty-CD80/PE (BD Biosciences), anty-MHC II/APC 
(Miltenyi Biotec). 
4.8 SORTOWANIE LIMFOCYTÓW tTREG 
W celu oznaczenia aktywności supresyjnej limfocytów tTreg wykonano ich 
sortowanie z hodowli in vitro oraz zawiesiny tymocytów uzyskanej bezpośrednio 
z pobranych grasic. Tymocyty znakowano przeciwciałami monoklonalnymi: 
anty-CD4/PE, anty-CD8/PerCP i anty-CD25/Pe-Cy7, a następnie sortowano tymocyty 
o fenotypie CD4+CD25high charakteryzującym dojrzałe limfocyty tTreg (Ryc. 13). 
Sortowanie limfocytów tTreg przeprowadzono za pomocą sortera FACSAria 
(BD Biosciences). Czystość sortowanej populacji oznaczano na podstawie analizy 
fenotypowej wykonanej według takiej samej strategii bramkowania jak w procedurze 
sortowania wynosiła >97%.  
 
RYC. 13 SCHEMAT SORTOWANIA LIMFOCYTÓW tTREG 
Wyznakowane tymocyty pochodzące z hodowli in vitro lub bezpośrednio z grasicy 
poddawano sortowaniu przy użyciu sortera FACSAria: na podstawie parametrów FSC/SSC 
zidentyfikowano populację tymocytów (A), z której następnie wyeliminowano dublety (B). 
Następnie w pozbawionej dubletów populacji tymocytów oznaczono populację tymocytów 
SP CD4+ (C), w której wyodrębniono tymocyty o wysokiej ekspresji CD25 (CD25high) 
i te komórki sortowano. 
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4.9 BADANIE ENDOCYTOZY APOPTOTYCZNYCH TYMOCYTÓW PRZEZ 
KOMÓRKI JAWS II  
 
Komórki dendrytyczne charakteryzują się zdolnością do endocytozy i prezentacji 
antygenów. Endocytozę apoptotycznych tymocytów przez komórki JAWS II badano 
z wykorzystaniem ciałek apoptotycznych wyznakowanych barwnikiem pHrodo™. 
W celu indukcji apoptozy tymocytów inkubowano je 2 godziny w temperaturze 37°C 
z 10μM roztworem deksametazonu (Sigma Aldrich). W tych warunkach uzyskiwano 
niemal 100% apoptozę tymocytów ocenianą metodą barwienia aneksyną V/jodkiem 
propidyny (AnV/PI). Po indukcji apoptozy, tymocyty płukano PBS i znakowano stosując 
reaktywny względem amin barwnik pHrodo™ Red (Life Technologies) w stężeniu 
20 ng/ml zawiesiny tymocytów o gęstości 1 x 106/ml zgodnie z metodą znakowania 
endocytozy komórek apoptotycznych opisanej przez Miksa i współpracowników [100]. 
Znakowanie z wykorzystaniem pHrodo™ pozwala na specyficzną detekcję endocytozy 
wyznakowanych komórek lub ciałek apoptotycznych na podstawie emisji fluorescencji 
przez barwnik w środowisku fagosomu. Komórki JAWS II inkubowano ze znakowanymi 
tymocytami apoptotycznymi w stosunku 10 : 1 (apoptotyczne tymocyty : JAWS II) przez 
45 min w temperaturze 37°C w wilgotnej atmosferze 5% CO2. Endocytozę określano 
na podstawie intensywności fluorescencji barwnika pHrodo z wykorzystaniem 
cytometru przepływowego FACS Calibur, wyniki analizowano w programie CellQuest. 
Różnice istotne statystycznie obliczono z zastosowaniem nieparametrycznego testu 
Kolmogorova–Smirnova w programie Cell Quest.  
 
4.10 BADANIE AKTYWNOŚCI SUPRESYJNEJ LIMFOCYTÓW tTREG W TEŚCIE 
HAMOWANIA PROLIFERACJI AKTYWOWANYCH LIMFOCYTÓW T 
WĘZŁÓW LIMFATYCZNYCH  
 
Aktywność supresyjną limfocytów tTreg oceniano na podstawie hamowania 
proliferacji aktywowanych w hodowli in vitro konwencjonalnych limfocytów T 
CD4+CD25- (Tkonw) izolowanych z węzłów limfatycznych i wyznakowanych CFSE 
(Ryc. 14) [101]. CFSE jest barwnikiem lipofilowym, przenikającym przez błonę 
komórkową do cytozolu, gdzie po hydrolizie przez wewnątrzkomórkowe esterazy 
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tworzy wiązania kowalencyjne przez grupę sukcynoimidylową z grupami aminowymi 
białek. Dzięki kowalencyjnej reakcji sprzęgania, fluorescencyjny CFSE może być 
utrzymywany w komórkach przez bardzo długi czas. Ze względu na stabilne połączenie, 
barwnik nie jest przenoszony do sąsiednich komórek. Po każdym podziale komórek, 
w komórkach potomnych intensywność fluorescencji CFSE ulega dwukrotnemu 
zmniejszeniu, co umożliwia śledzenie kolejnych cykli podziałowych.  
Zawiesinę limfocytów Tkonw o gęstości 1 x 107/ml w 0,1% roztworze BSA w PBS 
inkubowano z CFSE w stężeniu 10 μM przez 10 min w temperaturze 37°C. Proces 
znakowania wygaszano przez dodanie 10x objętości roztworu BSA, a następnie 
dwukrotnie płukano. 25 × 103 limfocytów Tkonw znakowanych CFSE i aktywowanych 
przeciwciałami anty-CD3 (0,5 μg/mL) i anty-CD28 (0,05 g/mL) hodowano w trzech 
powtórzeniach z 5 × 103 wysortowanych limfocytów tTreg (z hodowli lub grasicy). 
Kontrolę negatywną stanowiły nieaktywowane limfocyty Tkonw hodowane 
bez limfocytów tTreg. Kontrolę pozytywną stanowiły aktywowane limfocyty Tkonw 
hodowane bez limfocytów tTreg. Proliferację limfocytów Tkonw oznaczono po 3 dniach 
hodowli za pomocą FACSCalibur (Ryc. 14). Analizę odsetka proliferujących limfocytów 
Tkonw wykonano w programie CellQuest. Aktywność supresyjną limfocytów Treg 
CD4+CD25high określono na podstawie wartości procentowej hamowania proliferacji 
docelowych limfocytów T węzłów limfatycznych obliczanej według następującego 
wzoru [102]: 
 
                 
            ą                          o                                     
            ą                          o                            
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RYC. 14 SCHEMAT BADANIA FUNKCJI SUPRESYJNEJ UZYSKANYCH IN VITRO LIMFOCYTÓW tTREG: 
Aktywność supresyjną uzyskanych in vitro limfocytów tTreg badano w teście funkcjonalnym hamowania proliferacji aktywowanych konwencjonalnych 
limfocytów T (Tkonw) izolowanych z węzłów limfatycznych (A) i porównano z aktywnością supresyjną limfocytów tTreg izolowanych bezpośrednio z 
grasicy (B). Kontrole stanowiły aktywowane limfocyty Tkonw hodowane bez limfocytów tTreg (C, kontrola pozytywna) i nieaktywowane limfocyty 
Tkonw hodowane bez limfocytów tTreg (D, kontrola negatywna). 
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4.11 OZNACZANIE STĘŻENIA CYTOKIN METODĄ IMMUNOENZYMATYCZNĄ 
ELISA 
 
Stężenie IL-10 i TGF-β w supernatantach znad hodowli limfocytów T CD4+CD25− 
węzłów limfatycznych z wysortowanymi tymocytami CD4+CD25high oznaczono 
z zastosowaniem testu Ready-Set-Go! ELISA (eBioscience) według instrukcji producenta. 
Absorbancję przy długości fali 450nm mierzono za pomocą automatycznego czytnika 
mikropłytek μQuant, BioTek i analizowano z zastosowaniem oprogramowania 
do analizy danych Gen5, BioTek. 
 
4.12 ANALIZA STATYSTYCZNA WYNIKÓW  
 
Wszystkie doświadczenia przeprowadzono co najmniej w trzech powtórzeniach, 
po 2-3 myszy w każdym doświadczeniu. Wyniki przedstawiono jako wartości średnie 
+/- SD. Istotność statystyczną wyników badano za pomocą jednokierunkowego testu 
ANOVA w programie Graph Pad Prism 7 (* = p< 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; 
**** = p < 0,0001; ni = nieistotne). Wykresy zamieszczone w rozdziale 5. Wyniki 
wykonano również za pomocą programu Graph Pad Prism 7. 
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5 WYNIKI 
5.1 ZADANIE 1: „Optymalizacja warunków aktywacji tymocytów w hodowli 
in vitro  do badania rozwoju limfocytów tTreg”  
 
Badanie czynników wpływających na rozwój i funkcję supresyjną limfocytów T 
regulatorowych pochodzących z grasicy wymaga opracowania modelu hodowli 
zapewniającego przede wszystkim utrzymanie żywotności tymocytów, wśród których 
limfocyty tTreg stanowią jedynie 0,1 – 0,4% [328]. Wyniki badań przedstawione w tym 
rozdziale dokumentują, iż metody hodowli stosowane standardowo do indukcji 
limfocytów pTreg z limfocytów T CD4+CD25- są nieprzydatne do generowania 
limfocytów tTreg. Zgodnie ze sformułowaną hipotezą utrzymywanie żywotności 
tymocytów, ich zdolności do proliferacji i rozwoju w kierunku limfocytów tTreg wymaga 
obecności komórek prezentujących antygen, których nie można zastąpić nośnikiem 
przeciwciał używanych do aktywacji (anty-CD3 i anty-CD28). Zastosowano różne 
warianty hodowli tymocytów przedstawione wcześniej na Rycinie 8. W tej części, 
dotyczącej optymalizacji hodowli in vitro umożliwiającej otrzymywanie oraz badanie 
rozwoju limfocytów tTreg, przedstawiono wyniki uzyskane z wykorzystaniem 
tymocytów izolowanych z grasic samców jako bardziej reprezentatywne 
i charakteryzujące się większą powtarzalnością w każdym wariancie hodowli. 
5.1.1 ANALIZA ŻYWOTNOŚCI I PROLIFERACJI TYMOCYTÓW ZALEŻNIE OD ŹRÓDŁA 
SYGNAŁÓW AKTYWACYJNYCH 
 
Długoterminowe hodowle, prowadzone zazwyczaj w celu uzyskiwania dużej liczby 
określonych komórek wiążą się z wysokim ryzykiem ich śmierci w hodowli. 
W przypadku komórek wrażliwych na indukcję apoptozy, jakimi są niedojrzałe 
tymocyty, ryzyko śmierci komórek jest duże, nawet w przypadku krótkoterminowych 
hodowli [52]. W przeprowadzonych badaniach porównano żywotność i potencjał 
proliferacyjny tymocytów aktywowanych ligandami kompleksu TCR/CD3 i cząsteczki 
CD28 stosując różne źródła sygnałów aktywacyjnych (Ryc. 8). 
Pozostawienie tymocytów w hodowli in vitro bez czynników dostarczających 
sygnały aktywacji (CTRL) prowadziło do zmniejszenia ich żywotności (48%) 
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w porównaniu z tymocytami występującymi fizjologicznie w grasicy (98%). Przy 
zastosowaniu niekompletnego zestawu sygnałów aktywacji („anty-CD3”), a także 
w wariancie „anty-CD3 + anty-CD28” wykazano najmniejszą żywotność tymocytów 
spośród badanych wariantów hodowli in vitro (Ryc. 15). Istotne zwiększenie odsetka 
żywych tymocytów w hodowli zaobserwowano przy zastosowaniu kulek opłaszczonych 
przeciwciałami anty-CD3 i anty-CD28, komórek JAWS II i przeciwciał anty-CD3 
z komórkami JAWS II (Ryc. 15). Największy odsetek żywych tymocytów uzyskano 
w hodowli w środowisku komórek JAWS II.  
Odsetek tymocytów, które uległy podziałowi w hodowli (w kolejności malejącej) 
wykazano w wariantach aktywacji: „kulki anty-CD3 anty-CD28”, „anty-CD3 + JAWS II” 
oraz „anty-CD3 + anty-CD28” (Ryc. 16). 
 
 
 
RYC. 15 ŻYWOTNOŚĆ TYMOCYTÓW 
W ZALEŻNOŚCI OD WARIANTU HODOWLI 
Doświadczenie przeprowadzono co 
najmniej 3 razy, po 2-3 myszy w każdym 
doświadczeniu. Wyniki przedstawiono 
jako wartości średnie +/- SD. Wskazano 
statystycznie istotne różnice wobec 
kontroli nieaktywowanych tymocytów 
(CTRL): * = p< 0,05; ** = p < 0,01; 
**** = p<0,0001; ni = nieistotne. 
 
 
 
RYC. 16 PROLIFERACJA TYMOCYTÓW 
W ZALEŻNOŚCI OD WARIANTU HODOWLI  
Doświadczenie przeprowadzono co najmniej 
3 razy, po 2-3 myszy w każdym 
doświadczeniu. Wyniki przedstawiono jako 
wartości średnie +/- SD. Wskazano 
statystycznie istotne różnice wobec kontroli 
nieaktywowanych tymocytów (CTRL): 
**** = p<0,0001; ni = nieistotne. 
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5.1.2 ROZKŁAD GŁÓWNYCH POPULACJI TYMOCYTÓW W ZALEŻNOŚCI OD ŹRÓDŁA 
SYGNAŁÓW AKTYWACYJNYCH 
Określono rozkład głównych populacji tymocytów: CD4-CD8- (DN), CD4+CD8+ 
(DP), CD4+CD8- (SP CD4+), CD4-CD8+ (SP CD8+) wśród żywych tymocytów w hodowli 
w zależności od wariantów aktywacji (Ryc. 17). Celem tej analizy było wskazanie 
optymalnych warunków hodowli umożliwiających uzyskanie największego odsetka 
tymocytów SP CD4+, wśród których występują komórki prekursorowe limfocytów tTreg 
oraz dojrzałe limfocyty tTreg. 
 
RYC. 17 ROZKŁAD GŁÓWNYCH POPULACJI TYMOCYTÓW W ZALEŻNOŚCI OD WARIANTU 
HODOWLI 
Doświadczenie przeprowadzono co najmniej 3 razy, po 2-3 myszy w każdym 
doświadczeniu. Wyniki przedstawiono jako wartości średnie +/- SD. Wskazano 
statystycznie istotne różnice między wartościami uzyskanymi dla kontroli (odsetek danej 
populacji tymocytów w nieaktywowanej hodowli, (CTRL) i analizowaną próbką 
(* = p< 0,05; ** = p < 0,01; **** = p<0,0001; ni = nieistotne). 
 
W świeżo izolowanej grasicy myszy szczepu B6.Cg-Foxp3tm2Tch odsetek tymocytów 
SP CD4+ wynosi około 10% i wartość ta nie ulegała zmianie zarówno w hodowli 
nieaktywowanych tymocytów jak i w obecności przeciwciał anty-CD3 (Ryc. 17). 
Dostarczenie obu sygnałów aktywacyjnych za pośrednictwem przeciwciał anty-CD3 
80 
 
i anty-CD28 prowadzi do istotnych zmian w rozkładzie głównych populacji tymocytów. 
W zależności od sposobu dostarczenia tych samych sygnałów aktywacyjnych uzyskano 
odmienne profile rozkładu populacji tymocytów SP CD4+ i SP CD8+ (Ryc. 17): 
a) aktywacja z wykorzystaniem przeciwciał anty-CD3 i anty-CD28 skutkuje przewagą 
odsetka SP CD4+ (SP CD4+ : SP CD8+ = 3 : 1) przy średniej wartości SP CD4+ = 15%, 
b) zastosowanie kulek opłaszczonych przeciwciałami anty-CD3 i anty-CD28 sprzyja 
różnicowaniu tymocytów SP CD8+ (SP CD4+ : SP CD8+ = 4 : 5) przy średniej wartości 
SP CD4+ = 27%, 
c) hodowla tymocytów w wariancie „JAWS II” skutkuje przewagą odsetka SP CD4+ 
(SP CD4+ : SP CD8+ = 2:1) przy średniej wartości SP CD4+ = 51% 
d) w wariancie hodowli „anty-CD3 + JAWS II” zaobserwowano największą przewagę SP 
CD4+ (SP CD4+ : SP CD8+ = 6 : 1 ) przy średniej wartości SP CD4+ = 61% (Ryc. 17). 
Określono żywotność tymocytów głównych populacji, co umożliwiło 
wnioskowanie, czy zmiany odsetka tymocytów SP CD4+ są efektem różnicowania, czy 
też wynikiem małej przeżywalności innych populacji tymocytów w różnych wariantach 
hodowli (Ryc. 18). Największą żywotność tymocytów wszystkich głównych populacji 
(średnio 98%) wykazano w wariancie hodowli „JAWS II” (Ryc. 18). Preaktywacja 
tymocytów przeciwciałami anty-CD3 i dalsza hodowla z komórkami JAWS II („anty-CD3 
+ JAWS II”) skutkowała mniejszą żywotnością niż w wariancie „JAWS II”, jednakże nadal 
żywotność tymocytów DN, DP i SP CD4+ była większa niż w kontroli oraz wariantach 
„anty-CD3” i „anty-CD3 + anty-CD28” (Ryc. 18). Zastosowanie kulek opłaszczonych 
przeciwciałami anty-CD3 i anty-CD28 wpływało na zwiększenie żywotności jedynie 
tymocytów DN i SP CD8+ (Ryc. 18). Największą żywotność tymocytów SP CD4+ przy 
jednoczesnej najwyższej proporcji żywotności tymocytów SP CD4+ do pozostałych 
populacji tymocytów zaobserwowano w wariancie aktywacji „anty-CD3 + JAWS II”. 
Uzyskane wyniki sugerują, że obecność komórek JAWS II sprzyja utrzymaniu żywotności 
tymocytów w hodowli, a sposób dostarczenia sygnałów aktywacji wpływa 
na utrzymanie przewagi odsetkowej różnych populacji. 
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RYC. 18 ŻYWOTNOŚĆ GŁÓWNYCH POPULACJI TYMOCYTÓW W  ZALEŻNOŚCI OD WARIANTU 
HODOWLI  
Doświadczenie przeprowadzono co najmniej 3 razy, po 2-3 myszy w każdym 
doświadczeniu. Wyniki przedstawiono jako wartości średnie +/- SD. Wskazano 
statystycznie istotne różnice między wartościami uzyskanymi dla kontroli (procent żywych 
komórek w danej populacji w nieaktywowanej hodowli, CTRL) i analizowaną próbką 
(* = p< 0,05; ** = p < 0,01; *** = p<0,001; **** = p<0,0001; ni = nieistotne). 
5.1.3 ROZWÓJ LIMFOCYTÓW tTREG IN VITRO W ZALEŻNOŚCI OD ŹRÓDŁA 
SYGNAŁÓW AKTYWACYJNYCH 
Etapy różnicowania limfocytów tTreg opisywane są najczęściej na podstawie 
ekspresji dwóch markerów: CD25 i Foxp3 [20][329][103]. Rozwój limfocytów tTreg jest 
procesem dwuetapowym związanym z różnicowaniem tymocytów CD4+CD25-Foxp3- 
w CD4+CD25+Foxp3-, a następnie w CD4+CD25+Foxp3+ [67]. Główne stadia rozwoju 
oraz wydajność uzyskiwania limfocytów tTreg in vitro w zależności od wariantów 
hodowli określano na podstawie odsetka tymocytów CD25+ w populacji tymocytów 
SP CD4+ (Ryc. 19), odsetka tymocytów Foxp3+ w populacji tymocytów CD4+CD25+ 
(Ryc. 20A) oraz odsetka limfocytów tTreg wśród wszystkich żywych tymocytów 
w hodowli (Ryc. 20B). 
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W grasicy myszy B6.Cg-Foxp3tm2Tch tymocyty o fenotypie CD4+CD25+ stanowią 
około 2,5-3% populacji SP CD4+. Hodowla tymocytów w samym podłożu bez sygnałów 
aktywacyjnych (CTRL) skutkowała zmniejszeniem ich odsetka do 1,5%. W wariantach 
„anty-CD3”, „JAWS II” oraz „anty-CD3 + JAWS II” nie wykazano zmian w odsetku 
tymocytów CD4+CD25+ w populacji SP CD4+. Aktywacja tymocytów z zastosowaniem 
obu przeciwciał (warianty „anty-CD3 + anty-CD28” oraz „kulki anty-CD3 anty-CD28”) 
skutkowała statystycznie większym niż w kontroli odsetkiem tymocytów CD25+ 
w populacji SP CD4+ (Ryc. 19). 
  
RYC. 19 ODSETEK TYMOCYTÓW CD25+ W POPULACJI TYMOCYTÓW SP CD4+ W ZALEŻNOŚCI 
OD WARIANTU HODOWLI 
Doświadczenie przeprowadzono co najmniej 3 razy, po 2-3 myszy w każdym 
doświadczeniu. Wyniki przedstawiono jako wartości średnie +/- SD. Wskazano 
statystycznie istotne różnice między wartościami uzyskanymi dla kontroli (odsetek 
tymocytów CD25+ w populacji tymocytów SP CD4+ w hodowli nieaktywowanych 
tymocytów) i analizowaną próbką (**** = p<0,0001; ni = nieistotne). 
 
Hodowla tymocytów bez czynników dostarczających sygnały aktywacji 
skutkowała kompletnym zanikiem populacji limfocytów tTreg. Z tego względu 
na Ryc. 20 kontrolę (CTRL*) stanowił odsetek limfocytów tTreg w grasicy w warunkach 
fizjologicznych. Jedynie w wariancie „anty-CD3 + JAWS II” odsetek limfocytów tTreg 
w całkowitej populacji tymocytów w hodowli był większy niż odsetek limfocytów tTreg 
w grasicy (Ryc. 20B, CTRL*). 
 Mniejsze odsetki (w kolejności malejącej) stwierdzono odpowiednio w wariantach 
hodowli: „JAWS II”, „kulki anty-CD3 anty-CD28”, „anty-CD3”, „anty-CD3 + anty-CD28”. 
Wydaje się zatem, że obecność komórek JAWS II w hodowli tymocytów jest kluczowa dla 
utrzymania odsetka tymocytów Foxp3+ w populacji tymocytów CD4+CD25+ jaki 
występuje w warunkach fizjologicznych w grasicy (Ryc. 20A).  
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RYC. 20 ODSETEK LIMFOCYTÓW tTREG W POPULACJI CD4+CD25+ (A) ORAZ WŚRÓD 
WSZYSTKICH ŻYWYCH TYMOCYTÓW W HODOWLI (B) W ZALEŻNOŚCI OD WARIANTU 
HODOWLI 
Doświadczenie przeprowadzono co najmniej 3 razy, po 2-3 myszy w każdym 
doświadczeniu. Wyniki przedstawiono jako wartości średnie +/- SD. Wskazano 
statystycznie istotne różnice między wartościami uzyskanymi dla kontroli CTRL* (odsetek 
limfocytów tTreg w grasicy) i analizowaną próbką (**** = p<0,0001; * = p < 0,1; 
ni = nieistotne). 
 
W poszczególnych wariantach hodowli oceniono potencjał proliferacyjny 
limfocytów tTreg (Ryc. 21). We wszystkich warunkach hodowli wykazano większy 
odsetek proliferujących limfocytów tTreg w porównaniu, do kontrolnej hodowli 
tymocytów (CTRL**), którą w tym doświadczeniu stanowiły tymocyty aktywowane 
przeciwciałami anty-CD3, wynik nieistotny statystycznie w wariacie „JAWS II”. 
Największy odsetek limfocytów tTreg, które uległy podziałowi (60%) wykazano 
w wariancie hodowli „anty-CD3 + JAWS II” (Ryc. 21). 
 
RYC. 21 PROLIFERACJA LIMFOCYTÓW tTREG W RÓŻNYCH WARIANTACH  HODOWLI  
Doświadczenie przeprowadzono co najmniej 3 razy, po 2-3 myszy w każdym 
doświadczeniu. Wyniki przedstawiono jako wartości średnie +/- SD. Ze względu na brak 
podziału limfocytów tTreg w hodowli tymocytów bez aktywacji), statystycznie istotne 
różnice wskazano względem wariantu „anty-CD3” (CTRL**). (* = p< 0,05; *** = p<0,001; 
**** = p<0,0001; ni = nieistotne). 
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 Poziom ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxp3 w tymocytach 
CD4+CD25+Foxp3+ (Ryc. 22A) we wszystkich wariantach hodowli był mniejszy niż 
w warunkach fizjologicznych w grasicy z wyjątkiem wariantu aktywacji „anty-CD3 + 
JAWS II”. Poziom ekspresji Foxp3 mierzony w populacji proliferujących limfocytów 
tTreg (Ryc. 22B) był mniejszy we wszystkich wariantach hodowli, jednak najmniejszą 
różnicę w porównaniu z kontrolą stwierdzono także w wariancie hodowli „anty-CD3 + 
JAWS II” poprzedzonej preaktywacją tymocytów przeciwciałami anty-CD3. 
 
 
 
RYC. 22 EKSPRESJA FOXP3 W LIMFOCYTACH tTREG W ZALEŻNOŚCI OD WARIANTÓW 
HODOWLI: W CAŁEJ POPULACJI tTREG W HODOWLI (A); W PROLIFERUJĄCYCH tTREG (B)  
Doświadczenie przeprowadzono co najmniej 3 razy, po 2-3 myszy w każdym 
doświadczeniu. Wyniki przedstawiono jako wartości średnie +/- SD. Wskazano 
statystycznie istotne różnice między wartościami uzyskanymi dla kontroli, CTRL* 
(intensywność fluorescencji Foxp3-GFP limfocytów tTreg z grasicy) i analizowaną próbką 
(* = p< 0,05; ** = p < 0,01; *** = p<0,001; **** = p<0,0001; ni = nieistotne). 
 
 
5.1.4 MORFOLOGIA TYMOCYTÓW W RÓŻNYCH WARIANTACH HODOWLI: 
OBSERWACJE MIKROSKOPOWE 
 
Obserwacja mikroskopowa tymocytów pochodzących z różnych wariantów 
hodowli (Ryc. 23) potwierdziła proliferację tymocytów w obecności przeciwciał 
anty-CD3 i anty-CD28 niezależnie od formy ich występowania w hodowli (Ryc. 16). Co 
interesujące, w hodowlach tymocytów z komórkami JAWS II zaobserwowano mniejszą 
gęstość tymocytów w porównaniu z innymi wariantami hodowli (Ryc. 23). 
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RYC. 23 OBSERWACJA MIKROSKOPOWA TYMOCYTÓW W RÓŻNYCH WARIANTACH HODOWLI Skala = 100µm 
W hodowlach z komórkami JAWS II obserwuje się przewagę aktywowanych tymocytów i mniejszą gęstość tymocytów w polu widzenia. 
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Mała gęstość tymocytów w hodowlach zawierających komórki JAWS II (Ryc. 23) 
oraz ich duża żywotność (Ryc. 15), zasugerowały, że tymocyty apoptotyczne, 
są usuwane z podłoża hodowlanego na drodze endocytozy przez komórki JAWS II, 
co potwierdzono w eksperymencie z wykorzystaniem barwnika fluorescencyjnego 
pHrodo (Ryc. 24). 
 
 
 
RYC. 24 ENDOCYTOZA APOPTOTYCZNYCH TYMOCYTÓW PRZEZ KOMÓRKI JAWS II 
Nałożenie reprezentatywnych histogramów przedstawiających endocytozę ciałek 
apoptotycznych wyznakowanych pHrodo przez komórki JAWS II (linia przerywana) 
w porównaniu z kontrolą – autofluorescencja komórek JAWS II (linia ciągła). 
Doświadczenie przeprowadzono 3 razy. Różnice istotne statystycznie obliczono 
z zastosowaniem nieparametrycznego testu Kolmogorov–Smirnov ( **** = p<0,0001; 
D/s(n)=13,26). 
 
 
5.1.5 PODSUMOWANIE WYNIKÓW 
 
Wyniki badań przeprowadzonych w ramach realizacji pierwszego zadania 
podsumowano w Tab. 3. Porównanie badanych wariantów hodowli wykazało, że nowy, 
zaproponowany wariant hodowli („anty-CD3 + JAWS II”) zapewnia najlepsze warunki do 
uzyskiwania limfocytów tTreg in vitro i umożliwia realizację kolejnych zadań 
badawczych.  
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 anty-CD3  
anty-CD3 + 
 anty-CD28 
Kulki  
anty-CD3  
anty-CD28  
JAWS II 
anty-CD3  
 JAWS II 
Żywotność A ni ni + ++++ ++ 
Proliferacja A ni ++++ ++++ ni ++++ 
Odsetek tymocytów SP CD4+ A ni + ++++ ++++ ++++ 
Odsetek tymocytów CD4+CD25+ wśród 
tymocytów SP CD4+ A 
ni ++++ ++++ ni ni 
Odsetek tTreg w populacji CD4+CD25+ B ++++ ++++ ++++ + ni 
Odsetek tTreg wśród tymocytów SP CD4+ B ++++ ++++ ++++ ++++ ni 
Odsetek tTreg wśród wszystkich tymocytów B ni ni ni ni ++++ 
Odsetek proliferujących tTreg C X +++ + ns ++++ 
Ekspresja Foxp3 w tTreg B ++ ++++ ++++ ++ ni 
Ekspresja Foxp3 w proliferujących tTreg B ++ ++++ +++ ++++ + 
TAB. 3 ZESTAWIENIE WYNIKÓW BADANIA PARAMETRÓW ISTOTNYCH W POWSTAWANIU 
LIMFOCYTÓW tTREG IN VITRO W RÓŻNYCH WARIANTACH  HODOWLI 
Wskazano statystycznie istotne różnice między analizowaną próbką a wartościami 
uzyskanymi dla odpowiedniej kontroli: A – hodowla nieaktywowanych tymocytów, 
B - tymocyty występujące w grasicy w warunkach fizjologicznych, C - hodowla tymocytów 
preaktywowanych przeciwciałami anty-CD3. Kolory wskazują kierunek zmiany: zielony - 
efekt dodatni, czerwony - efekt ujemny (+ p<0,05; ++ p<0,01; ++ p<0,001; ++++ p<0,0001; 
ni – nieistotne). Ciemnozielone pola wskazują najsilniejszy dodatni efekt w danej kategorii. 
 
 
Analiza wyników przedstawionych w Tab. 3 wykazała, że: 
1. Największą żywotność tymocytów zaobserwowano w hodowlach z komórkami JAWS 
II (warianty „JAWS II” i „anty-CD3 + JAWS II”) (Ryc. 15). 
2. Proliferację tymocytów wykazano w hodowlach, w których tymocyty uzyskały oba 
sygnały aktywacyjne niezależnie od formy ich dostarczenia (w wariancie 
„anty-CD3 + JAWS II” oraz z zastosowaniem przeciwciał anty-CD3 i anty-CD28) (Ryc. 
16). Największy odsetek limfocytów tTreg, które uległy podziałowi in vitro 
zaobserwowano w wariancie „anty-CD3 + JAWS II” (Ryc. 21). 
3. Obecność komórek JAWS II w hodowli sprzyja zwiększeniu odsetka tymocytów 
SP CD4+ (Ryc. 17) na co składają się dwa efekty: 
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a. Różnicowanie tymocytów DP w kierunku populacji SP CD4+ (Ryc. 17) 
w hodowlach tymocytów z JAWS II (brak różnic w żywotności wśród 
głównych populacji tymocytów w wariancie „JAWS II”) (Ryc. 18), 
b. Większa żywotność tymocytów SP CD4+ (względem pozostałych populacji 
tymocytów) w przypadku dostarczenia silnego sygnału do kompleksu 
TCR/CD3 (wariant „anty-CD3 + JAWS II”) (Ryc. 18). 
4. Wyłącznie w wariancie hodowli „anty-CD3 + JAWS II” zaobserwowano zwiększenie 
odsetka limfocytów tTreg wśród wszystkich tymocytów w hodowli (Ryc. 20B) 
i zachowanie odsetka tymocytów Foxp3+ w populacji CD4+CD25+ na poziomie 
występującym fizjologicznie w grasicy (Ryc. 20A). 
5. Odsetek tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+ w wariancie „anty-CD3 + JAWS II” 
pozostał na niskim poziomie (Ryc. 19). Najwyższy odsetek tymocytów 
zaobserwowano w wariancie ”anty-CD3 + anty-CD28” (Ryc. 19), co jednakże nie 
skutkowało powstawaniem limfocytów tTreg, lecz było wynikiem aktywacji 
tymocytów i związanej z tym ekspresji CD25 (Ryc. 20A). 
6. Wyłącznie w wariancie hodowli „anty-CD3 + JAWS II” poziom ekspresji czynnika 
transkrypcyjnego Foxp3 pozostał niezmieniony w porównaniu z limfocytami tTreg 
w warunkach fizjologicznych (Ryc. 22A). W pozostałych wariantach hodowli 
obserwowano statystycznie istotne zmniejszenie ekspresji Foxp3 w limfocytach 
tTreg (Ryc. 22A). 
 
Ostatecznie wykazano, że najlepsze warunki zapewniające utrzymanie żywotności 
i proliferacji tymocytów oraz sprzyjające rozwojowi tymocytów w kierunku limfocytów 
tTreg zapewnia wariant hodowli „anty-CD3 + JAWS II”, (zwany dalej „modelem 
hodowli”), który posłużył do dalszych badań zaplanowanych w ramach rozprawy. 
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5.2 ZADANIE 2: „Analiza roli cytokin w powstawaniu limfocytów tTreg in 
vitro” 
 
W Zadaniu 2 przeprowadzono doświadczenia, których celem było zbadanie 
wpływu cytokin na powstawanie limfocytów tTreg in vitro w opracowanym modelu 
hodowli.  
Szczegółową charakterystykę oraz uzasadnienie teoretyczne wyboru cytokin 
do doświadczeń opisano w rozdziałach 1.6 Rola cytokin w rozwoju limfocytów T 
regulatorowych pochodzących z grasicy oraz 2.2 Hipotezy badawcze. W oparciu 
o przedstawione wcześniej argumenty, w badaniach wykorzystano następujące 
cytokiny:  
1. IL-2 – cytokina uznawana za niezbędną w rozwoju limfocytów tTreg i stosowana 
do ekspansji limfocytów pTreg in vitro [52], 
2. Interleukiny z rodziny cytokin wiązanych przez receptory zawierające 
podjednostkę γ (wspólny łańcuch γ, γc): IL-7, IL-15, IL-4, IL-21 [30][330],  
3. TSLP – cytokina o podobnym spektrum działania do cytokin wiązanych przez 
receptory zawierające γc [331], 
4. TGF-β – cytokina uczestnicząca w indukcji limfocytów Treg, stosowana 
w generowaniu limfocytów pTreg in vitro [196][223][259]. 
Ze względu na różnice we wrażliwości tymocytów izolowanych z grasic samic i samców 
myszy na wybrane cytokiny, w tej części badań zaprezentowano wyniki uzyskane 
z wykorzystaniem zwierząt obu płci. 
 
5.2.1 WPŁYW POJEDYNCZYCH CYTOKIN NA ŻYWOTNOŚĆ I PROLIFERACJĘ 
TYMOCYTÓW 
 
Pierwszym etapem badania roli cytokin w powstawaniu limfocytów tTreg in vitro 
było określenie żywotności tymocytów i ich aktywności proliferacyjnej. Niezależnie od 
płci myszy, z których pochodziły tymocyty, większy odsetek żywych tymocytów w 
hodowli zaobserwowano w obecności IL-2, IL-7 i IL-21 (Ryc. 25A). Dodatkowo, 
pozytywny wpływ na żywotność wykazała IL-15 w hodowli tymocytów samic. 
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RYC. 25 WPŁYW CYTOKIN NA ŻYWOTNOŚĆ I PROLIFERACJĘ TYMOCYTÓW W HODOWLI IN 
VITRO  
Wpływ wybranych cytokin na żywotność (A) i proliferację (B) tymocytów po 3 dniach 
hodowli in vitro. Przedstawiono reprezentatywne wykresy (C) obrazujące rozkład 
analizowanych komórek pod względem ich żywotności (oś Y) i proliferacji (oś X)   . 
Doświadczenia przeprowadzono co najmniej 3 razy, po 2-3 myszy w każdym 
doświadczeniu. Wyniki przedstawiono jako wartości średnie +/- SD. Wskazano 
statystycznie istotne różnice (jednokierunkowa ANOVA) między wartościami uzyskanymi 
dla kontroli (hodowla preaktywowanych tymocytów z komórkami JAWS II bez cytokin) 
i analizowaną próbką (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; **** = p < 0,0001; ni = nieistotne).  
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Potencjał proliferacyjny tymocytów izolowanych z grasicy myszy obu płci był 
istotnie większy w obecności IL-2, IL-15 i IL-21 (Ryc. 25B). Dodatkowo, zaobserwowano 
istotnie większą proliferację tymocytów izolowanych z grasicy samic w obecności IL-7. 
Pozytywny wpływ tej cytokiny, mimo iż nieistotny statystycznie, wykazano także 
w hodowli tymocytów pochodzących z grasicy samców. 
 
5.2.2 WPŁYW POJEDYNCZYCH CYTOKIN NA POWSTAWANIE LIMFOCYTÓW tTREG 
 
Zastosowanie modelu hodowli skutkowało przesunięciem rozwoju tymocytów 
w kierunku SP CD4+ (Ryc. 17) [328]. Dodanie do hodowli IL-2, IL-7, IL-15, TSLP i TGF-β, 
istotnie zwiększało odsetek tymocytów SP CD4+ w hodowlach tymocytów izolowanych 
z grasicy samic myszy (Ryc. 26A). W hodowlach tymocytów izolowanych z grasicy 
samców zaobserwowano podobną tendencję, jednakże nie zawsze zwiększenie odsetka 
tymocytów SP CD4+ było istotne statystycznie (Ryc. 26A). Efekt ten nie był zależny od 
żywotności głównych populacji tymocytów (pominięto graficzną prezentację braku 
zmian). 
Przyjmując za kolejne etapy rozwoju limfocytów tTreg tymocyty o fenotypie 
CD4+CD25+Foxp3- i CD4+CD25+Foxp3+, określono odsetek tymocytów CD25+ 
w populacji SP CD4+ oraz tymocytów Foxp3+ w populacji tymocytów CD4+CD25+. 
Niezależnie od płci myszy, z których izolowano tymocyty, zwiększenie odsetka 
tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+ zaobserwowano w hodowlach w obecności IL-2. 
IL-7 i IL-4 (Ryc. 26B). 
Statystycznie istotne zwiększenie odsetka tymocytów Foxp3+ w populacji 
CD4+CD25+ zaobserwowano w obecności TGF-β niezależnie od płci myszy (Ryc. 26C) 
oraz dodatkowo, przy suplementacji IL-15 w hodowli tymocytów izolowanych 
od samców (Ryc. 26C). Obecność w podłożu IL-7 i TSLP skutkowała zmniejszeniem 
odsetka tymocytów Foxp3+ niezależnie od płci myszy oraz dodatkowo, przy 
suplementacji IL-4 i IL-21 w hodowlach tymocytów samców (Ryc. 26C). Nie wykazano 
zwiększenia odsetka tymocytów Foxp3+ (Ryc. 26C) w populacji tymocytów CD4+CD25+ 
w obecności IL-2 niezależnie od płci myszy oraz w obecności IL-15 i IL-4 i IL-21 
w hodowlach tymocytów samic (Ryc. 26B), co może świadczyć o aktywacji tymocytów 
przez te cytokiny, a nie ich różnicowaniu w kierunku limfocytów tTreg. 
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RYC. 26 WPŁYW CYTOKIN NA POWSTAWANIE LIMFOCYTÓW tTREG 
Wpływ wybranych cytokin na odsetek tymocytów SP CD4+ (A), odsetek tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+ (B), odsetek tymocytów 
Foxp3+ w populacji CD4+CD25+ (C). Doświadczenia przeprowadzono co najmniej 3 razy, po 2-3 myszy w każdym doświadczeniu. Wyniki 
przedstawiono jako wartości średnie +/- SD. Wskazano statystycznie istotne różnice (jednokierunkowa ANOVA) między wartościami 
uzyskanymi dla kontroli (hodowla preaktywowanych tymocytów z komórkami JAWS II bez cytokin) i analizowaną próbką (* = p<0,05;  
** = p<0,01; *** = p<0,001; **** = p<0,001; ni = nieistotne). Zaprezentowano reprezentatywne wykresy przedstawiające wyniki analizy 
cytometrycznej. 
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Nie wykazano zmian ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxp3 niezależnie 
od suplementacji cytokinami (Ryc. 27). 
 
 
RYC. 27 WPŁYW CYTOKIN NA POZIOM EKSPRESJI FOXP3 W LIMFOCYTACH tTREG 
Doświadczenie przeprowadzono co najmniej 3 razy, po 2-3 myszy w każdym 
doświadczeniu. Wyniki przedstawiono jako wartości średnie +/- SD. Nie wykazano 
statystycznie istotnych różnic między wartościami uzyskanymi dla kontroli i analizowaną 
próbką (ni - nieistotne statystycznie). 
 
A) SAMCE IL-2  IL-7  IL-15  IL-21  IL-4  TSLP  TGF-Β  
ŻYWOTNOŚĆ  ++  ++  
 
+  
   
PROLIFERACJA  ++  
 
+++  +  
   
 % SP CD4+  ++  +  
     
% CD25+ W SP CD4+  ++++  ++++  
  
++++  
  
% FOXP3 W CD4+CD25+  
 
++++  +++  ++  ++  ++++  +  
 
B) SAMICE IL-2  IL-7  IL-15  IL-21  IL-4  TSLP  TGF-Β  
ŻYWOTNOŚĆ  ++++  ++++  ++  ++++  
   
PROLIFERACJA  +  +++  ++  ++  
   
 % SP CD4+  ++  +  +  
  
++++  ++  
% CD25+ W SP CD4+  +  ++++  
  
++++  
  
% FOXP3 W CD4+CD25+  
 
+++  
   
+  +  
 
TAB. 4: KRYTERIA SELEKCJI CYTOKIN W OPARCIU O ISTOTNE STATYSTYCZNIE WYNIKI 
W tabelach zestawiono wyniki uzyskane w hodowlach tymocytów samców (A) oraz samic 
myszy (B). Kolory wskazują kierunek zmiany: zielony - efekt dodatni, czerwony - efekt 
ujemny (+ p<0,05; ++ p<0,01; +++ p<0,001; ++++ p<0,0001; ni – nieistotne). Ciemnozielone 
pola wskazują najsilniejszy pozytywny efekt. 
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Nie wykazano jakościowych zmian działania większości zastosowanych cytokin na 
badane procesy: żywotność, proliferację i rozwój limfocytów tTreg pomiędzy 
hodowlami tymocytów samców i samic myszy (Tab. 4). W przypadku wpływu IL-7 na 
proliferację, IL-15, IL-21 i IL-4 na ekspresję Foxp3 oraz TSLP i TGF-β na odsetek 
tymocytów SP CD4+ wykazane różnice są trudne do wyjaśnienia i wymagają dalszych 
badań. 
 
Na podstawie uzyskanych wyników z 3-dniowych hodowli tymocytów (Tab. 4) 
dokonano selekcji cytokin do dalszych badań na podstawie następujących kryteriów:  
a) utrzymywanie żywotności tymocytów: IL-2, IL-7 i IL-21 (Ryc. 25A), 
b) skuteczność w indukcji proliferacji tymocytów: IL-2, IL-7, IL-15, IL-21 (Ryc. 25B), 
c) zwiększenie odsetka tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+: IL-2, IL-7, TSLP, TGF-β 
(Ryc. 26B), 
d) zwiększenie odsetka tymocytów Foxp3+ w populacji tymocytów CD4+CD25+: TGF-β 
(Ryc. 26C). 
 
Część cytokin wykluczono z następujących powodów:  
a) IL-15 wykazywała pozytywny wpływ na żywotność (Ryc. 25A) i proliferację 
(Ryc. 25B) tymocytów, ale w przeciwieństwie do IL-2 i IL-7 nie wykazywała efektu 
zwiększenia odsetka tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+ (Ryc. 26B), 
b) IL-4 indukowała ekspresję CD25 (Ryc. 26B) nie wykazując innych badanych efektów, 
c) TSLP indukowała zwiększenie odsetka tymocytów SP CD4+ (Ryc. 26C) nie wykazując 
innych efektów korzystnych w powstawaniu limfocytów tTreg. 
5.2.3 WPŁYW WYBRANYCH PAR CYTOKIN NA EFEKTYWNOŚĆ POWSTAWANIA 
LIMFOCYTÓW tTREG W HODOWLACH 3-DNIOWYCH I 7-DNIOWYCH 
 
Do dalszych badań wybrano następujące pary cytokin na podstawie ich potencjału 
do zwiększania efektywności powstawania limfocytów tTreg w 3-dniowych hodowlach 
in vitro: IL-2+TGF-β; IL-7+TGF-β i IL-21+TGF-β. Uzyskane wyniki (Ryc. 28A) porównano 
z odsetkiem limfocytów tTreg występujących w grasicy myszy, którego średnia wartość 
+/- SD według badań własnych wynosiła 0,12% +/-0,03% u samic i 0,19% +/-0,05% 
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u samców. Wyniki przedstawiono jako współczynnik wydajności (WW) obliczony 
według następującego wzoru: 
 
                       
                                                        
                           
      
 
Dla wybranych trzech par cytokin, wykazano WW > 1 (powyżej 100%), świadczący 
o pozytywnym wpływie na powstawanie limfocytów tTreg in vitro (Ryc. 28A). 
Największy WW, niezależnie od płci myszy, zaobserwowano w hodowlach 
zawierających IL-7 i TGF-β lub IL-21 i TGF-β. Zatem te dwie pary cytokin wybrano 
do dalszych badań z przedłużeniem czasu hodowli do 7 dni. 
 
RYC. 28 WSPÓŁCZYNNIK WYDAJNOŚCI DLA PAR CYTOKIN:  ZWIĘKSZENIE POZIOMU 
ZAWARTOŚCI TYMOCYTÓW FOXP3+ W POPULACJI CD4+CD25+ W HODOWLI 3-DNIOWEJ (A) 
ORAZ 7-DNIOWEJ (B) 
Doświadczenia przeprowadzono co najmniej w 3 powtórzeniach. Wyniki przedstawiono 
jako wartości średnie. Przedstawiono reprezentatywne wykresy tymocytów Foxp3+ 
w populacji CD4+CD25+. 
 
 Po 7 dniach hodowli obserwowano nadal wysoki WW dla IL-7 i TGF-β (492,53% 
w przypadku hodowli tymocytów pochodzących od samic i 205,40% w hodowli 
tymocytów izolowanych z grasicy samców) (Ryc. 28B). Całkowita liczba limfocytów 
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tTreg w hodowli była w obu przypadkach 2-3 razy większa niż ich liczba w zawiesinie 
tymocytów użytej do założenia hodowli. W przypadku zastosowania IL-21 i TGF-β 
w 7-dniowej hodowli nie zaobserwowano pozytywnego wpływu na zwiększenie odsetka 
limfocytów tTreg (Ryc. 28B). WW w tych wariantach uległ zmniejszeniu do 25,05% 
w hodowlach tymocytów izolowanych z grasicy samic oraz 12,9% w przypadku hodowli 
tymocytów pochodzących od samców. 
Ostatecznie, jako optymalny zestaw cytokin pozwalających na efektywne 
generowanie limfocytów tTreg in vitro w opracowanym modelu hodowli wytypowano 
IL-7 i TGF-β, które wykorzystano w dalszych badaniach mechanizmu powstawania 
i aktywności supresyjnej limfocytów tTreg. Ponadto, zbadano wpływ obu cytokin 
na poziom proliferacji i indukcję ekspresji czynnika Foxp3 w kolejnych etapach rozwoju 
limfocytów tTreg (Ryc. 29). 
 
 
RYC. 29: ROLA IL-7 I TGF-Β W POWSTAWANIU LIMFOCYTÓW tTREG IN VITRO: 
A) Wpływ na proliferację tymocytów w szlaku rozwoju limfocytów tTreg: przedstawiono 
reprezentatywne histogramy ilustrujące proliferację tymocytów DN, DP, SP CD4+ oraz 
CD4+CD25+ i dojrzałych limfocytów tTreg CD4+CD25+Foxp3+; na wykresach umieszczono 
odsetki proliferujących komórek; 
B) Wpływ na indukcję Foxp3: przedstawiono reprezentatywne histogramy obrazujące 
ekspresję Foxp3 w tymocytach każdej analizowanej populacji tymocytów, na wykresach 
umieszczono odsetki komórek Foxp3+. 
Istotne zmiany wywołane działaniem cytokin zaznaczono strzałkami. 
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W hodowlach w obecności IL-7 wykazano zwiększenie odsetka tymocytów, które 
uległy podziałom komórkowym w populacjach DN, CD4+CD25+ oraz 
CD4+CD25+Foxp3+ (Ryc. 29A). Indukcję ekspresji Foxp3 wykazano w hodowli 
suplementowanej TGF-β w tymocytach SP CD4+, a wśród nich w populacji CD4+CD25+ 
(Ryc. 29B). W hodowlach suplementowanych IL-7 wykazano także wzrost odsetka 
tymocytów Foxp3+ w populacji DP i zmniejszenie odsetka tymocytów Foxp3+ 
w populacji CD4+CD25+ (Ryc. 29B).  
 
 
5.2.4 PODSUMOWANIE WYNIKÓW 
 
Uzyskane wyniki badań wskazują na szereg różnic we wpływie badanych cytokin 
na żywotność, proliferację i różnicowanie tymocytów w limfocyty tTreg in vitro (Tab. 4). 
Analiza uzyskanych wyników pozwoliła na wstępne wytypowanie cytokin, których 
zastosowanie wydawało się optymalne w celu generowania limfocytów tTreg in vitro.  
 
Wyniki przedstawione w tej części rozprawy wskazują, że w zastosowanym modelu 
hodowli: 
1. IL-2, IL-7 i IL-21 najskuteczniej wpływają na żywotność tymocytów (Ryc. 25A), 
2. IL-2, IL-15 i IL-21 (oraz IL-7 – u samic) zwiększają poziom proliferacji tymocytów 
(Ryc. 25B), 
3. IL-2 i IL-7 są najbardziej skuteczne w zwiększaniu odsetka tymocytów SP CD4+ 
i CD4+CD25+ (Ryc. 26A i Ryc. 26B), 
4. TGF-β był jedyną cytokiną indukującą ekspresję Foxp3 w tymocytach CD4+CD25+. 
 
Spośród analizowanych par cytokin największą efektywność w generowaniu 
limfocytów tTreg in vitro w hodowlach 7-dniowych wykazano dla pary „IL-7 + TGF-β” 
(Ryc. 28B). Zastosowanie tych cytokin pozwalało na utrzymanie w hodowli żywych, 
proliferujących tymocytów, wśród których odsetek limfocytów tTreg był wyższy 
od obserwowanego fizjologicznie w grasicy (dla tymocytów samców – 2-krotnie, 
dla tymocytów samic – 5-krotnie). 
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W opracowanym modelu hodowli IL-7 wywierała pozytywny wpływ na: 
a. utrzymanie żywotności tymocytów (typowe dla cytokin z rodziny γc [30]) 
(Ryc. 25A), 
b. proliferację tymocytów (szczególnie w stadiach DN oraz CD4+CD25+ 
i dojrzałych limfocytów tTreg; co koreluje z ekspresją IL-7R na tymocytach 
[230][332]) (Ryc. 25B, Ryc. 29A), 
c. zwiększenie odsetka tymocytów SP CD4+ (Ryc. 26 A) (wskutek aktywacji 
czynnika STAT5 [330]), 
d. zwiększenie odsetka tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+ (aktywacja 
tymocytów i różnicowanie w kierunku limfocytów tTreg) (Ryc. 26B), 
e. indukcji ekspresji czynnika Foxp3 w populacji tymocytów DP (być może 
wskutek selekcji tymocytów o wysokim powinowactwie receptorów TCR 
do kompleksów MHC/własny peptyd) (Ryc. 29B). 
 
TGF-β powodował zaś zwiększenie odsetka tymocytów Foxp3+ w populacji 
tymocytów CD4+CD25+ w statystycznie istotny sposób u obu płci myszy, z których 
pochodziły tymocyty w hodowlach (Ryc. 26C). Indukcja ekspresji czynnika Foxp3 
w wyniku suplementacji egzogennym TGF-β widoczna była w populacji SP CD4+, 
ale nie na wcześniejszych etapach rozwoju tymocytów (Ryc. 29B).  
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5.3 ZADANIE 3: „Określenie mechanizmu powstawania i charakterystyka 
funkcjonalna uzyskanych in vitro  limfocytów tTreg”  
5.3.1 OKREŚLENIE MECHANIZMU POWSTAWANIA LIMFOCYTÓW tTREG 
Pochodzenie limfocytów T regulatorowych, z grasicy czy obwodowych narządów 
limfoidalnych (tTreg czy pTreg), nie jest równoznaczne z określeniem mechanizmu ich 
powstawania. Postanowiono zatem zbadać, czy w zastosowanym modelu hodowli 
limfocyty tTreg powstają z komórek prekursorowych, czy też ich różnicowanie jest 
indukowane aktywacją tymocytów SP CD4+.  
W tym celu założono hodowlę pozbawioną komórek o fenotypie CD25+GITR+ 
stanowiących prekursory limfocytów tTreg [67]. Należy podkreślić, że usunięcie 
tymocytów o fenotypie CD25+GITR+ pozbawiło hodowlę nie tylko komórek 
prekursorowych lecz również dojrzałych limfocytów tTreg (CD4+CD25+GITR+Foxp3+). 
Tymocyty pozbawione komórek CD25+GITR+ hodowano 7 dni w obecności IL-7 i TGF-β. 
Po zakończeniu hodowli określono odsetkową zawartość oraz proliferację tymocytów 
CD4+CD25+ oraz CD4+CD25+Foxp3+ (Ryc. 30). W tym eksperymencie wykorzystano 
jedynie tymocyty izolowane z grasicy samców. 
W 7-dniowej hodowli tymocytów pozbawionych komórek prekursorowych 
limfocytów tTreg (CD25+GITR+) i nie zawierającej IL-7 i TGF-β zaobserwowano bardzo 
mało tymocytów o fenotypie CD4+CD25+ (Ryc. 30A CTRL), które ulegały proliferacji 
(Ryc. 30C CTRL) oraz brak limfocytów tTreg CD4+CD25+Foxp3+ (Ryc. 30B CTRL). 
Uzyskany wynik świadczy o tym, że przy braku suplementacji IL-7 i TGF-β nie dochodzi 
do indukcji tTreg z populacji SP CD4+, a limfocyty tTreg obecne w hodowlach bez 
suplementacji cytokinami w modelu „anty-CD3 + JAWS II” (Ryc. 20 i Ryc. 26) 
różnicowały z prekursorów limfocytów tTreg wykazujących ekspresję CD25 i GITR.  
Suplementacja podłoża cytokinami IL-7 i TGF-β skutkowała większym odsetkiem 
tymocytów CD4+CD25+ w populacji SP CD4+ (Ryc. 30A) i obecnością zdolnych 
do proliferacji limfocytów tTreg (Ryc. 30B, Ryc. 30D). Występowanie limfocytów tTreg 
przy braku prekursorów w hodowli świadczy o ich powstawaniu w drodze indukcji 
w obecności dodanych cytokin. 
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RYC. 30 POWSTAWANIE LIMFOCYTÓW TTREG W HODOWLI TYMOCYTÓW POZBAWIONEJ 
KOMÓREK PREKURSOROWYCH LIMFOCYTÓW tTREG (CD25+GITR+) 
A) odsetek tymocytów CD4+CD25+ w populacji SP CD4+ 
B) odsetek tymocytów Foxp3+ w populacji CD4+CD25+ 
C) odsetek proliferujących tymocytów CD4+CD25+ 
D) odsetek proliferujących tymocytów CD4+CD25+Foxp3+ 
Doświadczenia przeprowadzono co najmniej w 3 powtórzeniach. Wyniki przedstawiono 
jako wartości średnie +/- SD. Wskazano statystycznie istotne różnice między wartościami 
uzyskanymi dla kontroli (hodowla tymocytów pozbawionych komórek prekursorowych 
tTreg bez suplementacji cytokinami) i analizowaną próbką (hodowla tymocytów 
pozbawionych komórek prekursorowych tTreg w obecności IL-7 i TGF-β) (* p<0,05; 
** p<0,01). Przedstawiono reprezentatywne histogramy obrazujące uzyskane wyniki 
(samce). 
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5.3.2 CHARAKTERYSTYKA AKTYWNOŚCI SUPRESYJNEJ LIMFOCYTÓW tTREG 
UZYSKANYCH IN VITRO 
Zwiększenie odsetka limfocytów tTreg w hodowlach in vitro nie może być miarą 
sukcesu proponowanego modelu hodowli. Konieczne było jeszcze sprawdzenie, czy 
powstałe in vitro limfocyty tTreg wykazują funkcję supresyjną. W tym celu 
przeprowadzono test hamowania proliferacji aktywowanych limfocytów Tkonw 
(komórek docelowych) przez limfocyty tTreg pochodzące z hodowli suplementowanych 
IL-7 i TGF-β. Wykazano istotne statystycznie zahamowanie proliferacji aktywowanych 
limfocytów Tkonw (41,27% w przypadku limfocytów tTreg izolowanych z hodowli 
tymocytów pochodzących z grasicy samic i 44,37% - samców) (Ryc. 26). Ponadto, 
aktywność supresyjna limfocytów tTreg pochodzących z hodowli nie różniła się 
od aktywności limfocytów tTreg izolowanych bezpośrednio z grasicy (różnica w odsetku 
proliferujących limfocytów Tkonw była nieistotna statystycznie) (Ryc. 31A). 
 
RYC. 31 AKTYWNOŚĆ SUPRESYJNA LIMFOCYTÓW tTREG 
Porównano odsetek proliferujących aktywowanych limfocytów Tkonw hodowanych z 
limfocytami tTreg pochodzącymi z hodowli in vitro (+ tTreg in vitro) z limfocytami tTreg 
izolowanymi bezpośrednio z grasicy (+tTreg grasica) (A). Liczby przy strzałkach 
oznaczają procent hamowania proliferacji aktywowanych limfocytów Tkonw przez 
limfocyty tTreg. Reprezentatywne wykresy (B) przedstawiają rozkład analizowanych 
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limfocytów Tkonw pod względem ich żywotności (oś Y) i proliferacji (oś X). Kontrolę 
pozytywną stanowiły limfocyty Tkonw aktywowane przeciwciałami monoklonalnymi anty-
CD3 i anty-CD28. Kontrolę negatywną stanowiły nieaktywowane limfocyty Tkonw. Wyniki 
przedstawiono jako wartości średnie +/- SD. Wskazano statystycznie istotne różnice 
między wartościami uzyskanymi dla kontroli pozytywnej i analizowanej próby (* = p<0,05; 
** = p<0,01; *** = p<0,001; ni = nieistotne). 
5.3.3 OKREŚLENIE MECHANIZMU AKTYWNOŚCI SUPRESYJNEJ LIMFOCYTÓW tTREG 
 
Aktywność supresyjna limfocytów Treg zależy od bezpośrednich interakcji 
międzykomórkowych oraz mechanizmów pośrednich, związanych m. in. z wydzielaniem 
do środowiska cytokin supresorowych. W celu określenia udziału cytokin w supresyjnej 
funkcji powstałych in vitro limfocytów tTreg, oznaczono stężenie TGF-β i IL-10 w 
supernatancie znad hodowli aktywowanych limfocytów Tkonw z wysortowanymi 
limfocytami tTreg.  
We wszystkich badanych supernatantach stężenia wynosiły 5-11pg/ml dla IL-10 
oraz 14-22 pg/ml dla TGF-β (Ryc. 32). Stężenie IL-10 w supernatantach pobranych znad 
hodowli aktywowanych limfocytów Tkonw z limfocytami tTreg wysortowanymi z 
grasicy nie różniło się od stężenia w podłożu hodowlanym, CTRL (Ryc. 32A i B). Większe 
stężenie IL-10 wykazano w hodowlach aktywowanych imfocytów Tkonw hodowanych 
bez limfocytów tTreg (kontrola pozytywna, co wskazuje raczej na syntezę IL-10 przy 
nadmiernej proliferacji na drodze sprzężenia zwrotnego) (Ryc. 32A i B). Większe 
stężenie IL-10 w porównaniu z kontrolą negatywną wykazano także w supernatancie 
pochodzącym z hodowli limfocytów Tkonw z limfocytami tTreg uzyskanymi w hodowli 
in vitro (+ tTreg in vitro), ale nie w hodowli aktywowanych limfocytów Tkonw z 
limfocytami tTreg powstającymi w grasicy w warunkach fizjologicznych (+ tTreg 
grasica) (Ryc. 32A i B). Analiza statystyczna wyników wykazała, że różnica w stężeniu 
IL-10 w supernatancie znad hodowli aktywowanych limfocytów Tkonw z limfocytami 
tTreg powstałymi in vitro (+ tTreg in vitro), a powstającymi w grasicy w warunkach 
fizjologicznych (+ tTreg grasica) była statystycznie istotna jedynie w przypadku hodowli 
komórek pochodzących od samic myszy (Ryc. 32 B).  
Stężenie TGF-β w badanych supernatantach było bardzo małe (rzędu 
10-20pg/ml), a obserwowane różnice nie były statystycznie istotne (Ryc. 32C i D).  
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RYC. 32 STĘŻENIE IL-10 I TGF-Β W SUPERNATANTACH POHODOWLANYCH:  
 
A) Stężenie IL-10 w supernatancie pohodowlanym znad hodowli zawierających tymocyty 
pochodzące z grasicy samców, 
B) Stężenie IL-10 w supernatancie pohodowlanym znad hodowli zawierających tymocyty 
pochodzące z grasicy samic 
C) Stężenie TGF-β w supernatancie pohodowlanym znad hodowli zawierających tymocyty 
pochodzące z grasicy samców, 
D) Stężenie TGF-β w supernatancie pohodowlanym znad hodowli zawierających tymocyty 
pochodzące z grasicy z samic. 
Doświadczenia przeprowadzono co najmniej w 3 powtórzeniach. Wyniki wyrażono jako 
wartości średnie +/- SD. Wskazano statystycznie istotne różnice (jednokierunkowa 
ANOVA) między wartościami uzyskanymi dla kontroli (pożywka hodowlana) 
i analizowanej próbki (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ni - nieistotne). 
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5.3.4 PODSUMOWANIE WYNIKÓW 
 
1. W hodowli tymocytów pozbawionych prekursorów limfocytów tTreg (CD25+GITR+) 
w modelu „anty-CD3 + JAWS II” przy braku IL-7 i TGF-β nie powstają limfocyty tTreg. 
Powstawanie limfocytów tTreg w opracowanym modelu (Ryc. 20A) zachodzi zatem 
wskutek ich różnicowania z komórek prekursorowych CD25+GITR+. 
2. W hodowli pozbawionych prekursorów limfocytów tTreg (CD25+GITR+) IL-7 i 
TGF-β umożliwiają generowanie limfocytów tTreg w drodze indukcji (Ryc. 30). 
3. Aktywność supresyjna uzyskanych in vitro limfocytów tTreg nie różni się od 
występujących fizjologicznie w grasicy limfocytów T regulatorowych (Ryc. 31). 
4. W badanych supernatantach znad hodowli tymocytów wykazano bardzo małe 
stężenia IL-10 i i TGF-β uznawanych za główne cytokiny supresorowe limfocytów 
Treg (Ryc. 32). 
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5.4 ZADANIE 4: „Wykorzystanie glukokortykoidów w roli czynnika 
selekcyjnego w rozwoju limfocytów tTreg in vitro”  
Glukokortykoidy mogą wpływać na powstawanie limfocytów tTreg bezpośrednio 
przez indukcję ekspresji czynnika Foxp3 w komórkach prekursorowych lub pośrednio 
poprzez zahamowanie dojrzewania komórek prezentujących antygen, w szczególności 
komórek dendrytycznych [70][71][72][73][292]. 
Model „wzajemnego antagonizmu” Zacharchuka i Vacchio wskazuje na istotną rolę 
glukokortykoidów w hamowaniu apoptozy tymocytów indukowanej aktywacją 
z udziałem TCR [282][283][284][285][286][287][281]. W oparciu o to założenie 
podjęto badania z zastosowaniem różnych stężeń syntetycznego glukokortykoidu – 
deksametazonu (Dex) przy stałym poziomie sygnału aktywacji poprzez TCR z użyciem 
przeciwciał anty-CD3. 
5.4.1 WPŁYW DEKSAMETAZONU NA ŻYWOTNOŚĆ TYMOCYTÓW I KOMÓREK JAWS II 
IN VITRO 
Deksametazon jest znanym czynnikiem indukującym apoptozę komórek. Stężenia 
Dex zastosowane w eksperymentach wybrano na podstawie analizy żywotności 
tymocytów (Ryc. 33A) i komórek JAWS II (Ryc. 33B). 
 
RYC. 33 WPŁYW DEKSAMETAZONU NA ŻYWOTNOŚĆ TYMOCYTÓW I KOMÓREK JAWS II 
Żywotność tymocytów z grasicy samców i samic myszy po 24-godzinnej hodowli 
w obecności przeciwciał anty-CD3 (A) oraz żywotność komórek JAWS II po 72 godzinnej 
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hodowli (B). Doświadczenia przeprowadzono w trzech powtórzeniach. Wyniki 
przedstawiono jako wartości średnie +/- SD. Wskazano statystycznie istotne różnice 
(jednokierunkowa ANOVA) między wartościami uzyskanymi dla kontroli (bez Dex) 
i analizowaną próbką (* = p< 0,05; ** = p < 0,01; **** = p<0,0001; ni = nieistotne). 
 
W zakresie badanych dawek nie wykazano istotnego wpływu deksametazonu 
na żywotność komórek JAWS II (Ryc. 33B), co jest zgodne z obserwacjami innych 
badaczy [333][334].  
W oparciu o wyniki badania żywotności tymocytów w hodowlach z Dex, 
do dalszych badań wybrano następujące stężenia: 100 pM, 1 nM i 10 nM. Wybrane 
stężenia nie indukowały apoptozy tymocytów samic (Ryc. 33A), podczas gdy Dex 
w stężeniu 1nM wywoływał niewielki spadek żywotności tymocytów samców, 
natomiast w stężeniu 10nM zmniejszał ich żywotność o ponad 20% (Ryc. 33A). 
Ze względu na zróżnicowaną wrażliwość tymocytów samic i samców na indukcję 
apoptozy przez deksametazon, wybór takiego zakresu stężeń miał umożliwić zbadanie 
wpływu Dex w warunkach umiarkowanego lub dużego spadku żywotności tymocytów 
w hodowlach. Jednocześnie wybrany zakres stężeń stworzył możliwość badania roli 
równowagi pomiędzy sygnałami od TCR i GCR. 
5.4.2 WPŁYW DEKSAMETAZONU NA FENOTYP KOMÓREK JAWS II  
 
Białka powierzchniowe MHC II, CD80 i CD86 komórek prezentujących antygen 
odgrywają ważną rolę w selekcji tymocytów w grasicy. Analizowano zmiany ekspresji 
tych markerów na komórkach JAWS II hodowanych w podłożu zawierającym 
deksametazon. W wybranym zakresie stężeń deksametazon istotnie zmniejszał odsetek 
MHC II – pozytywnych komórek JAWS II i ekspresję tego białka (Ryc. 34A) oraz 
powodował zmniejszenie ekspresji CD86 bez zmiany odsetka komórek CD86+ 
(Ryc. 34B). Nie wykazywał statystycznie istotnego wpływu na ekspresję białka CD80 ani 
odsetek komórek CD80+ (Ryc. 34C). 
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RYC. 34 WPŁYW DEKSAMETAZONU NA FENOTYP KOMÓREK JAWS II 
Odsetek komórek JAWS II wykazujących ekspresję MHC II i cząsteczek kostymulatorowych 
oraz poziom ich ekspresji: MHC II (A), CD86 (B) i CD80 (C). Doświadczenie 
przeprowadzono w trzech powtórzeniach. Wyniki przedstawiono jako wartości średnie 
+/- SD. Wskazano statystycznie istotne różnice (jednokierunkowa ANOVA) między 
wartościami uzyskanymi dla kontroli (ekspresja danego markera na komórkach JAWS II 
w hodowli bez Dex) i analizowaną próbką (** = p < 0,01; *** = p<0,001; **** = p<0,001; 
ni = nieistotne). 
 
5.4.3 WPŁYW DEKSAMETAZONU NA POWSTAWANIE LIMFOCYTÓW tTREG 
Zbadano wpływ deksametazonu na rozkład głównych populacji tymocytów. 
Szczególnie istotny wydawał się wpływ na odsetek tymocytów SP CD4+, wśród których 
znajdują się komórki prekursorowe limfocytów tTreg. Wykazano statystycznie istotne 
zwiększenie odsetka tymocytów SP CD4+ i zmniejszenie odsetka tymocytów DP 
w stężeniach Dex 100 pM i 1 nM w hodowlach tymocytów niezależnie od płci myszy, 
z których pochodziły oraz dodatkowo w stężeniu Dex 10nM w hodowlach tymocytów 
samic (Ryc. 35A). Selekcyjny wpływ deksametazonu na przewagę odsetkową tymocytów 
SP CD4+ (Ryc. 35A) obserwowany był tylko przy stężeniach nie wpływających 
na żywotność tymocytów lub, jak w przypadku stężenia 1nM w hodowli tymocytów 
samców myszy, indukującego niewielki spadek żywotności tymocytów (Ryc. 33A).  
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RYC. 35 WPŁYW DEKSAMETAZONU NA POWSTAWANIE LIMFOCYTÓW tTREG  
Rozkład głównych populacji tymocytów; wartości liczbowe dotyczą odsetka tymocytów 
SP CD4+ (A), odsetek tymocytów CD4+CD25+ w populacji SP CD4+ (B) odsetek tymocytów 
Foxp3+ w populacji CD4+CD25+ (C). Doświadczenia przeprowadzono w 3 powtórzeniach. 
Liczby na słupkach wykresów (A) oznaczają odsetki tymocytów SP CD4+. Wartości P dla 
każdej z różnic (jednokierunkowa ANOVA) pomiędzy wartościami uzyskanymi dla kontroli 
(tymocyty hodowane bez Dex) i analizowanej próbki zebrano w tabelach poniżej 
wykresów. Wyniki na wykresach (B) i (C) przedstawiono jako średnie wartości +/- SD. 
Nie wykazano statystycznie istotnych różnic między wartościami uzyskanymi dla kontroli 
i analizowaną próbką (ni - nieistotne). 
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Rozwój limfocytów tTreg określano na podstawie ekspresji CD25 na tymocytach 
SP CD4+ oraz czynnika transkrypcyjnego Foxp3+ w tymocytach CD4+CD25+. Wykazano 
tendencję zwiększenia odsetka tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+ w obecności 
deksametazonu (różnice były zależne od dawki, ale nieistotne statystycznie) (Ryc. 35B). 
Odsetek tymocytów Foxp3+ w populacji CD4+CD25+ (Ryc. 35C) nie zależał 
od stosowanego stężenia Dex. Wykazano statystycznie istotne zwiększenie odsetka 
tymocytów CD4+CD25+Foxp3+ w całej populacji tymocytów w obecności największego 
stężenia Dex (Ryc. 36) niezależnie od płci myszy, z których izolowano komórki 
do hodowli. 
 
 
RYC. 36 WPŁYW DEKSAMETAZONU NA ODSETEK LIMFOCYTÓW tTREG W POPULACJI ŻYWYCH 
TYMOCYTÓW W HODOWLI  
Doświadczenie przeprowadzono w trzech powtórzeniach. Wyniki przedstawiono jako 
wartości średnie +/- SD. Wskazano statystycznie istotne różnice (jednokierunkowa 
ANOVA) między wartościami uzyskanymi dla kontroli (bez Dex) i analizowaną próbką  
(* = p<0,05; ** =p< 0,01; *** =p<0,001; ni = nieistotne). 
 
Ze względu na zróżnicowaną wrażliwość poszczególnych populacji tymocytów 
na indukcję apoptozy przez glukokortykoidy, określono ich żywotność w hodowlach 
zawierających Dex w różnych stężeniach (Ryc. 37). Nie zaobserwowano zależnych 
od Dex zmian w żywotności tymocytów DN i SP CD4+ (z wyjątkiem żywotności 
tymocytów SP CD4+ z grasic samców hodowanych w obecności Dex w stężeniu 10nM) 
(Ryc. 37A). Najbardziej wrażliwe na działanie Dex okazały się tymocyty DP (Ryc. 37A). 
Populacja tymocytów SP CD8+ wykazała średnią wrażliwość na ten hormon (Ryc. 37A) 
przejawiającą się zmniejszeniem żywotności wyłącznie w hodowlach tymocytów samic 
(Ryc. 37A). 
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RYC. 37 WPŁYW DEKSAMETAZONU NA ŻYWOTNOŚĆ TYMOCYTÓW 
Żywotność głównych populacji tymocytów (A); Żywotność tymocytów SP CD4+ zależnie od ekspresji CD25+ i Foxp3+ (B). Doświadczenia 
przeprowadzono w trzech powtórzeniach. Wyniki przedstawiono jako wartości średnie +/- SD. Wskazano statystycznie istotne różnice 
(jednokierunkowa ANOVA) między wartościami uzyskanymi dla kontroli (bez Dex) i analizowaną próbką (* = p<0,05; ** = p<0,01; 
**** = p<0,0001; ni = nieistotne). 
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Żywotność tymocytów CD4+CD25+ (w skład których wchodzą zarówno 
aktywowane tymocyty jak i limfocyty tTreg oraz ich prekursory w późnym stadium 
rozwoju) nie ulegała zmianie niezależnie od stężenia Dex (Ryc. 37B). Dojrzałe limfocyty 
tTreg (CD4+CD25+Foxp3+) charakteryzowała niemalże 100% żywotność niezależnie 
od stosowanych dawek Dex (Ryc. 37B). 
Selekcyjne działanie Dex na powstawanie limfocytów tTreg zależy zatem głównie 
od wrażliwości tymocytów na indukcję apoptozy przez Dex (Ryc. 37), stwarzając 
mikrośrodowisko dogodne do przeżycia tymocytów SP CD4+, wśród których stępują 
komórki prekursorowe limfocytów tTreg oraz dojrzałe limfocyty T regulatorowe. 
 
 
 
 
5.4.4 PODSUMOWANIE WYNIKÓW 
 
Podsumowując, w opracowanym modelu hodowli deksametazon działa jako 
czynnik selekcyjny skutkujący zwiększeniem odsetka limfocytów tTreg w całej populacji 
żywych tymocytów w hodowli (Ryc. 36). Wynik ten nie jest efektem jednoczynnikowym, 
lecz sumą efektów zależnych od Dex oraz wynikających z zastosowanego modelu 
hodowli. Wykazano: 
a) Zwiększenie odsetka tymocytów SP CD4+ w środowisku Dex niezależnie od jego 
stężenia (Ryc. 35A); 
b) Tendencję do zwiększania odsetka tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+ 
(Ryc. 35B), zależnie od dawki Dex (choć statystycznie nieistotną); 
c) Duży odsetek tymocytów Foxp3+ w populacji CD4+CD25+ (Ryc. 35C), niezależnie 
od obecności Dex; 
d) Zróżnicowaną żywotność głównych populacji tymocytów (Ryc. 37A), zależnie 
od stężenia Dex; 
e) Przewagę żywotności tymocytów CD4+CD25+Foxp3+ w porównaniu 
z tymocytami CD4+CD25+Foxp3- (Ryc. 37B), niezależnie od stężenia Dex; 
f) Zmniejszenie odsetka komórek JAWS II wykazujących ekspresję MHC II (Ryc. 34); 
g) Zmniejszenie ekspresji cząsteczek MHC II i CD86 na komórkach JAWS II (Ryc. 34). 
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5.5 ZADANIE 5: „Wykorzystanie modelu hodowli in vitro  do badania 
potencjału tymocytów pochodzących z grasic starych myszy do 
różnicowania w limfocyty tTreg”  
 
W postępującym wraz z wiekiem starzeniem układu odpornościowego dochodzi 
do licznych zmian funkcjonalnych i ilościowych. Zmiany te obejmują także grasicę, która 
ulega inwolucji oraz rozwijające się w niej tymocyty, w tym limfocyty tTreg [304]. Z tego 
względu celem tej części rozprawy była ewaluacja opracowanego modelu hodowli pod 
względem użyteczności w badaniu i uzyskiwaniu limfocytów T regulatorowych 
pochodzących z grasicy myszy starych. Wyniki badań z wykorzystaniem starych myszy 
porównano z opisanymi w poprzednich rozdziałach wynikami eksperymentów 
wykonanych z wykorzystaniem myszy młodych. Wyniki badań wskazują na większą 
żywotność tymocytów myszy starych niezależnie od płci (Ryc. 38) oraz ich większą 
zdolność do proliferacji (statystycznie istotną w przypadku tymocytów samic, u samców 
- tendencja) (Ryc. 39).  
 
RYC. 38 ŻYWOTNOŚĆ TYMOCYTÓW 
W HODOWLACH W ZALEŻNOŚCI OD PŁCI 
I WIEKU MYSZY  
Doświadczenia przeprowadzono w trzech 
powtórzeniach. Wyniki przedstawiono jako 
wartości średnie +/- SD. Wskazano 
statystycznie istotne różnice 
(jednokierunkowa ANOVA) między 
wartościami w zależności od wieku i płci 
myszy (* = p<0,05; ** = p<0,01; 
**** = p<0,0001; ni = nieistotne). 
 
 
RYC. 39 PROLIFERACJA TYMOCYTÓW 
W HODOWLACH W ZALEŻNOŚCI OD PŁCI 
I WIEKU MYSZY  
Doświadczenia przeprowadzono w trzech 
powtórzeniach. Wyniki przedstawiono jako 
wartości średnie +/- SD. Wskazano 
statystycznie istotne różnice 
(jednokierunkowa ANOVA) między 
wartościami w zależności od wieku i płci 
myszy (** = p<0,01; *** = p<0,001; 
ni = nieistotne). 
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Żywotność (Ryc. 38) i proliferacja (Ryc. 39) tymocytów pochodzących z grasicy 
samic myszy starych była większa niż samców. Analogicznych różnic zależnych od płci 
nie wykazano w hodowli tymocytów myszy młodych. 
Szlak rozwoju limfocytów tTreg określono na podstawie ekspresji CD25 i Foxp3 
w populacji tymocytów SP CD4+ (Ryc. 40). 
 
 
RYC. 40 POWSTAWANIE LIMFOCYTÓW tTREG IN VITRO W ZALEŻNOŚCI OD PŁCI  I WIEKU 
MYSZY 
Odsetek tymocytów SP CD4+ w hodowli in vitro (A), odsetek tymocytów CD25+ w populacji 
SP CD4+ (B), odsetek tymocytów Foxp3+ w populacji CD4+CD25+ (C). Doświadczenia 
przeprowadzono w trzech powtórzeniach. Wyniki przedstawiono jako wartości średnie 
+/- SD. Wskazano statystycznie istotne różnice (jednokierunkowa ANOVA) między 
wartościami w zależności od wieku i płci myszy (* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001; 
ni = nieistotne). 
 
W hodowli tymocytów izolowanych z grasicy starych samców myszy wykazano 
większy odsetek tymocytów SP CD4+ w porównaniu z ich odsetkiem w hodowli 
tymocytów myszy młodych (Ryc. 40A). Nie zaobserwowano zależnych od wieku czy płci 
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myszy różnic w odsetku tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+ (Ryc. 40B). Odsetek 
tymocytów Foxp3+ w populacji CD4+CD25+ był większy w hodowli tymocytów 
pochodzących z grasicy samic myszy starych niż młodych (Ryc. 40C). W hodowlach 
tymocytów samców nie odnotowano statystycznie istotnej różnicy w odsetku 
limfocytów tTreg w populacji CD4+CD25+ w zależności od wieku myszy (Ryc. 40C). 
Uzyskane wyniki wykazały także różnice zależne od płci w tym samym wieku. 
U myszy młodych jedyną statystycznie istotną różnicą zaobserwowaną między samcami 
i samicami był większy odsetek tymocytów Foxp3+ w populacji tymocytów CD4+CD25+ 
pochodzących od samców (Ryc. 40C). Odwrotnie, w hodowlach tymocytów starych 
myszy większy odsetek tymocytów Foxp3+ w populacji CD4+CD25+ wykazano 
w hodowlach tymocytów samic (Ryc. 40C). 
 
 
 
 
5.5.1 PODSUMOWANIE WYNIKÓW 
 
Potwierdzono użyteczność modelu hodowli w badaniach biologii limfocytów 
tTreg myszy starych. W opracowanym modelu hodowli tymocytów myszy starych: 
1. Wykazano dużą żywotność (Ryc. 38) i zdolność do proliferacji (Ryc. 39), 
2. Odsetki tymocytów SP CD4+ oraz CD4+CD25+ (Ryc. 40B) były porównywalne 
z odsetkami uzyskanymi w hodowlach tymocytów myszy młodych (Ryc. 40A i B), 
3. Odsetek dojrzałych tymocytów Foxp3+ w populacji CD4+CD25+ był porównywalny z 
odsetkiem uzyskanym w hodowlach tymocytów myszy młodych (Ryc. 40C). W 
hodowli tymocytów samic myszy starych zaobserwowano większy odsetek 
limfocytów tTreg charakterystyczny dla warunków fizjologicznych.  
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6 DYSKUSJA 
Historia badań z wykorzystaniem hodowli tymocytów in vitro sięga pół wieku, 
a mimo to nie udało się do tej pory opracować modelu hodowli, który umożliwiałby 
analizę rozwoju limfocytów tTreg w warunkach in vitro [329]. Warunki hodowli 
wykorzystywane powszechnie do uzyskiwania limfocytów pTreg nie są skuteczne 
w indukcji rozwoju limfocytów tTreg ze względu na wysoki poziom spontanicznej 
apoptozy tymocytów in vitro [69] oraz trudności w indukcji ich proliferacji i zachowaniu 
funkcji supresyjnej [42][189][190]. W świetle istniejących ograniczeń związanych 
z uzyskiwaniem limfocytów tTreg, kluczowe okazało się opracowanie optymalnego 
modelu aktywacji tymocytów, który zapewniłby utrzymanie ich żywotności, zdolności 
do proliferacji i różnicowania w limfocyty tTreg in vitro. 
6.1 Efektywne uzyskiwanie limfocytów tTreg in vitro  z niezróżnicowanych 
tymocytów występujących w grasicy wymaga kontaktu z komórkami 
prezentującymi antygen, których obecność nie może być zastąpiona 
wyłącznie przeciwciałami anty-CD3 i anty-CD28 
 Opracowany nowy model oparty na teoretycznych założeniach Hsieh 
i zapewniający kontakt tymocytów z komórkami prezentującymi antygen porównano ze 
standardowymi sposobami aktywacji limfocytów T in vitro (Ryc. 8). 
Dostarczenie wyłącznie pierwszego sygnału aktywacyjnego (od kompleksu 
TCR/CD3) skutkowało niską żywotnością (Ryc. 15) i niezdolnością tymocytów 
do proliferacji w hodowli (Ryc. 16), czyniąc go nieprzydatnym do dalszych badań. 
Historycznie podejmowane próby aktywacji tymocytów z użyciem aktywatorów 
stosowanych w hodowlach limfocytów Tkonw (przeciwciała anty-CD3, anty-TCR, 
konkanawalina A) również nie odnosiły sukcesu ze względu na niską żywotność 
tymocytów [329] i nieskuteczność aktywacji [335][336].  
Dostarczenie sygnałów aktywacji z udziałem TCR/CD3 i cząsteczki CD28 
w wariancie („anty-CD3 + anty-CD28”) umożliwiało indukcję ich proliferacji (Ryc. 16), 
lecz nie prowadziło do różnicowania limfocytów tTreg (Ryc. 20) i skutkowało aktywacją 
limfocytów Tkonw (Ryc. 19). Z kolei, aktywacja tymocytów z zastosowaniem kulek 
opłaszczonych przeciwciałami anty-CD3 i anty-CD28 sprzyjała głównie różnicowaniu 
tymocytów SP CD8+ (Ryc. 17). Hodowle tymocytów oparte o zastosowanie przeciwciał 
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dostarczających sygnały przez cząsteczki CD3 i CD28 zapewniają warunki do przeżycia 
i aktywacji tymocytów, ale nie różnicowania w limfocyty tTreg. Z tego względu nawet 
w najnowszych badaniach w praktyce, hodowlom tego typu poddawane były wstępnie 
wysortowane tymocyty SP CD4+, a podłoże suplementowano czynnikami indukującymi 
rozwój limfocytów tTreg [195]. W każdym z zastosowanych wariantów hodowli 
opartych wyłącznie o wykorzystanie przeciwciał dochodziło do istotnego zmniejszenia 
odsetka limfocytów tTreg w porównaniu do poziomu obserwowanego fizjologicznie w 
grasicy (Ryc. 20). 
Nieudane próby aktywacji tymocytów in vitro potwierdzają tezę, że do skutecznej 
hodowli tymocytów in vitro wymagana jest obecność komórek stromalnych (feeder cells) 
[193][329]. Dotychczas wymóg ten realizowany był na dwa sposoby. Pierwszym 
rozwiązaniem było zastosowanie hodowli płatów grasicy (FTOC) [337], w których 
zachowane są fizjologiczne kontakty między komórkami. Wadą tych hodowli jest brak 
zapewnionego równomiernego dostępu badanych czynników do komórek i z tego 
powodu nie stanowią dobrego modelu  [191][192]. Tymocyty tej hodowli wykazują 
ponadto mniejszą zdolność do proliferacji, spowolnione różnicowanie i większą 
wrażliwość na indukcję apoptozy niż tymocyty in vivo [338]. Alternatywnie, hodowano 
tymocyty w obecności komórek stromalnych takich jak fibroblasty [339][340], 
splenocyty [212] oraz komórki nabłonka grasicy [341]. 
Zgodnie z założeniem Hipotezy 1 różnicowanie limfocytów tTreg z komórek 
prekursorowych występujących w grasicy wymaga kontaktu z komórkami 
prezentującymi antygen. W celu weryfikacji tej hipotezy opracowano nowy model 
hodowli tymocytów, w którym rolę APC pełniły komórki JAWS II o fenotypie 
niedojrzałych komórek dendrytycznych. Spodziewano się, że w zaproponowanym 
modelu hodowli („anty-CD3 + JAWS II”) obecność komórek JAWS II zapewni skuteczne 
generowanie limfocytów tTreg z występujących fizjologicznie w grasicy tymocytów 
o różnym stopniu zróżnicowania. Komórki dendrytyczne były już niejednokrotnie 
wykorzystywane do ekspansji in vitro limfocytów Treg z obwodowych narządów 
limfoidalnych [342][343][344][345]. W żadnym z dotychczas stosowanych modeli 
nie wykorzystywano nieaktywowanych niedojrzałych komórek dendrytycznych 
do generowania limfocytów tTreg. Zastosowanie opracowanego modelu zapewniło 
największą efektywność uzyskiwania limfocytów tTreg w porównaniu z pozostałymi 
wariantami hodowli (4,5 x większy odsetek limfocytów tTreg w populacji wszystkich 
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tymocytów w hodowli w porównaniu z wariantem „kulki anty-CD3 anty-CD28” oraz 
23 x większy niż w wariancie „anty-CD3 + anty-CD28 ”) (Ryc. 20B). 
W odróżnieniu od powszechnie stosowanej aktywacji z wykorzystaniem kulek 
opłaszczonych przeciwciałami anty-CD3 i anty-CD28, użycie komórek JAWS II 
skutkowało zwiększeniem odsetka tymocytów SP CD4+. Przewaga tej populacji 
wynikała z różnicowania tymocytów DP w kierunku populacji SP CD4+ (Ryc. 17) oraz 
większej żywotności tymocytów SP CD4+ w porównaniu z pozostałymi populacjami 
tymocytów (Ryc. 18). W efekcie, opracowany model hodowli umożliwia efektywne 
różnicowanie limfocytów tTreg z populacji SP CD4+, bez konieczności usuwania innych 
populacji tymocytów, których roli w rozwoju tTreg nadal nie znamy [328][195]. 
Podobnie jak w obecności innych komórek stromalnych [329], zastosowanie 
komórek JAWS II w hodowli tymocytów zaowocowało dużą żywotnością tymocytów 
w hodowli (Ryc. 15). Wyniki badań prezentowanych w niniejszej pracy wskazują 
na endocytozę pochodzących z tymocytów ciałek apoptotycznych przez komórki JAWS II 
(Ryc. 24), co wyjaśnia małą liczbę martwych tymocytów w hodowli (Ryc. 15).  
Niedojrzałe komórki dendrytyczne, wykazują dużą aktywność fagocytarną. 
Główną rolą komórek dendrytycznych jest pobieranie i dostarczanie antygenów 
do węzłów limfatycznych i ich prezentacja limfocytom Tkonw. Przy braku obcych 
antygenów, niedojrzałe DC pobierają antygeny własne i migrują do węzłów 
limfatycznych, gdzie indukują różnicowanie limfocytów pTreg [346]. Podobny 
mechanizm można zaobserwować w grasicy, gdzie poza rezydującymi komórkami 
dendrytycznymi, obecne są również DC migrujące do grasicy z obwodowych narządów 
limfoidalnych [347]. Wykazano, że te ostatnie, zdolne są do usuwania autoreaktywnych 
tymocytów [348]. Sugeruje się zatem, że do powstawania w grasicy tymocytów 
CD4+CD25+Foxp3+ może dochodzić na skutek prezentacji własnego peptydu 
w kompleksie z MHC II na komórkach prezentujących antygen, które mogą pochodzić 
z narządów obwodowych [318]. Możliwe zatem, że w opracowanym modelu endocytoza 
apoptotycznych tymocytów przez komórki JAWS II, skutkuje prezentacją pochodzących 
z nich antygenów własnych i selekcją pozytywną tymocytów różnicujących w limfocyty 
tTreg in vitro. Obserwacja ta potwierdza możliwość indukcji rozwoju limfocytów tTreg 
jako skutku apoptozy tymocytów, którą wykazywali Konkel i wsp. [262]. Wcześniejsze 
wyniki badań innych Autorów także wskazywały, że endocytoza komórek 
apoptotycznych w warunkach fizjologicznych prowadzi do różnicowanie DC w fenotyp 
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tolerogenny i indukcji powstawanie limfocytów tTreg [262][344][345][349][350]. Jako 
możliwy mechanizm indukujący różnicowanie limfocytów tTreg w mikrośrodowisku, 
w którym zachodzi fagocytoza komórek apoptotycznych in vitro wskazuje się produkcję 
TGF-β, IL-10 i kwasu retinoidowego [351][352][353][256][354]. 
Wyniki badań opublikowanych w 2017 roku wykazały, że poza komórkami 
nabłonkowymi rdzenia grasicy, w rozwoju limfocytów tTreg ważną rolę mogą odrywać 
także komórki dendrytyczne pobierające ze środowiska antygeny własne pochodzące 
z ciałek apoptotycznych [154]. Ponadto Autorzy wskazują na istotną rolę 
międzykomórkowego transferu antygenów własnych z komórek mTEC do grasiczych DC 
uczestniczących w rozwoju limfocytów tTreg. Jako możliwe mechanizmy transferu 
wskazano między innymi endocytozę apoptotycznych mTEC przez DC lub 
międzykomórkowy transfer błony komórkowej zawierającej kompleksy MHC-peptyd 
z żywych komórek mTEC do DC (cross-dressing) [154]. Ponadto niektóre 
z zasiedlających grasicę DC, zlokalizowanych w sąsiedztwie naczyń krwionośnych, mogą 
pobierać antygeny bezpośrednio z krwi [154][355].  
Możliwe jest zatem, że w opracowanym modelu hodowli stworzono analogiczne 
warunki do pobierania antygenów własnych przez komórki dendrytyczne. Zważywszy 
na aktualny kierunek badań zmierzający do wykorzystania aktywowanych ciałkami 
apoptotycznymi APC w leczeniu chorób o podłożu autoimmunizacyjnym 
[356][357][358], opracowany model hodowli wydaje się być dogodnym narzędziem 
do prowadzenia badań wstępnych w tym zakresie.  
Wiadomo, że w aktywacji tymocytów niezbędny jest przekaz sygnału z udziałem 
kompleksu TCR/CD3. Jednakże przedstawione w niniejszej pracy wyniki badań 
wskazują na odmienne kierunki różnicowania tymocytów w zależności od sposobu jego 
dostarczenia. Preaktywacja tymocytów z zastosowaniem przeciwciał anty-CD3 i ich 
późniejsza hodowla z komórkami JAWS II skutkowała dużą żywotnością tymocytów 
SP CD4+ w porównaniu do innych populacji tymocytów (Ryc. 18), stanowiąc czynnik 
selekcyjny w różnicowaniu w kierunku SP CD4+ (Ryc. 17). Wynik ten potwierdza 
zaobserwowaną przez innych autorów rolę interakcji TCR – MHC/peptyd w procesach 
selekcji pozytywnej i negatywnej, oraz różnicowaniu tymocytów. Autorzy sugerują, że 
tymocyty różnicujące w populację SP CD4+ cechuje silniejsze oddziaływanie pomiędzy 
TCR a kompleksem MHC niż w przypadku tymocytów SP CD8+ [157][359][360]. 
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Potwierdzono także istotną rolę silnego sygnału aktywacji z udziałem TCR 
w ukierunkowanym rozwoju (lineage commitment) komórek prekursorowych 
w limfocyty tTreg in vitro. Zgodnie z teorią dwuetapowego rozwoju limfocytów tTreg 
według Hsieh [67], oddziaływanie pomiędzy TCR a kompleksem MHC II/własny peptyd 
jest pierwszym wymaganym sygnałem do różnicowania limfocytów tTreg (Ryc. 4). 
Prekursory limfocytów tTreg charakteryzują się receptorami TCR o większym 
powinowactwie do kompleksu MHC II/peptyd niż limfocyty Tkonw [37][24][166][124] 
[167]. W przeciwieństwie do rozwoju limfocytów Tkonw, prekursory limfocytów tTreg 
nie ulegają eliminacji w warunkach sygnału pochodzącego od TCR o wysokim 
powinowactwie w drodze selekcji negatywnej [168]. Zastosowanie opracowanego 
modelu hodowli zapewniło dostarczenie silnego sygnału aktywacji do kompleksu 
TCR/CD3, indukującego rozwój prekursorów tTreg w dojrzałe limfocyty 
CD4+CD25+Foxp3+, o czym świadczy większy odsetek tymocytów Foxp3 w populacji 
CD4+CD25+ w modelu hodowli „anty-CD3 + JAWS II” niż w hodowli tymocytów 
z komórkami JAWS II bez etapu preaktywacji przeciwciałami anty-CD3 (wariant 
„JAWS II”) (Ryc. 20A). 
WNIOSKI 
 
Badania przeprowadzone w ramach Zadania 1 doprowadziły do opracowania 
nowego modelu hodowli tymocytów umożliwiającego skuteczne uzyskiwanie 
limfocytów tTreg in vitro z występujących fizjologicznie w grasicy tymocytów o różnym 
stopniu dojrzałości. W oparciu o wyniki sformułowano następujące wnioski: 
1. Sposoby aktywacji stosowane standardowo w generowaniu limfocytów pTreg 
nie są odpowiednie do uzyskiwania i badania rozwoju limfocytów tTreg in vitro. 
2. Obecność komórek JAWS II o tolerogennym fenotypie niedojrzałych komórek 
dendrtytycznych sprzyja powstawaniu limfocytów tTreg w hodowlach tymocytów 
poprzez: 
a. ukierunkowanie różnicowania tymocytów w SP CD4+,  
b. usuwanie komórek apoptotycznych zapewniające dużą żywotność tymocytów 
w hodowli, 
c. endocytozę autoantygenów, których prezentacja przez komórki dendrytyczne 
może sprzyjać różnicowaniu limfocytów tTreg. 
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3. Potwierdzono istotną rolę silnego sygnału aktywacji przekazywanego z udziałem 
TCR w ukierunkowanym rozwoju (lineage commitment) tymocytów w limfocyty 
tTreg in vitro. 
 
Biorąc pod uwagę powyższe argumenty, można uznać za prawdziwą Hipotezę (1): 
efektywne uzyskiwanie limfocytów tTreg in vitro z niezróżnicowanych tymocytów 
występujących w grasicy wymaga kontaktu z komórkami prezentującymi antygen, których 
obecność nie może być zastąpiona wyłącznie przeciwciałami anty-CD3 i anty-CD28. Dzięki 
zapewnieniu w hodowli kontaktu z komórkami prezentującymi antygen możliwe jest 
uzyskiwanie limfocytów tTreg in vitro z tymocytów występujących fizjologicznie 
w grasicy pod warunkiem dostarczenia silnego sygnału aktywacji do kompleksu 
TCR/CD3. 
6.2 W rozwoju limfocytów tTreg ważną rolę odgrywają nie pojedyncze 
cytokiny, lecz ich zestaw, którego zastosowanie w hodowli tymocytów 
wpływa na efektywność uzyskiwania dojrzałych limfocytów tTreg  
 
Wyniki badań dotyczących czynników i mechanizmów odpowiedzialnych 
za przeżycie i homeostazę limfocytów T regulatorowych wskazują na złożoną regulację 
tych procesów [361][362][363]. Głównymi czynnikami produkowanymi in vivo przez 
komórki układu odpornościowego, które są niezbędne do aktywacji i różnicowania 
limfocytów są cytokiny.  
Rolę IL-2 w różnicowaniu i funkcji limfocytów Treg do niedawna uważano 
za kluczową i niepodważalną. Według dwuetapowego modelu rozwoju limfocytów 
tTreg, silny sygnał aktywacji z udziałem TCR prowadzi do indukcji CD25, co zwiększa ich 
wrażliwość na IL-2 i skutkuje indukcją ekspresji Foxp3 [66][67][68]. Wyniki badań 
przedstawione w dysertacji wykazały jedynie niewielki, nieistotny statystycznie, wzrost 
odsetka tymocytów Foxp3+ w populacji tymocytów CD4+CD25+ w hodowli 
suplementowanej IL-2. Wydaje się zatem, że suplementacja IL-2 nie jest niezbędna 
do powstawania limfocytów tTreg in vitro. Uzyskane wyniki potwierdzają rezultaty 
badań grupy Rudenskyego, które wykazały, że u myszy transgenicznych pozbawionych 
IL-2Rα lub IL-2 dochodzi do zmniejszenia odsetka i liczby limfocytów tTreg o 50% 
[218]. Wyniki przedstawione w tej samej pracy wykazały także, że u myszy 
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pozbawionych IL-7 lub IL-15 nie obserwowano niedoborów limfocytów tTreg. Z kolei, 
brak γc skutkował całkowitym zahamowaniem rozwoju limfocytów tTreg. W oparciu 
o te wyniki badań Autorzy sformułowali tezę, że nie sama IL-2, ale przekazywanie 
sygnału przez podjednostkę łańcucha γ jest kluczowe dla rozwoju limfocytów tTreg 
[66]. Potencjalnie, istotną rolę w tym procesie mogą pełnić inne cytokiny z rodziny γc, 
takie jak IL-4, IL-7 i IL-15 lub TSLP.  
Spośród uwzględnionych w niniejszej pracy cytokin z rodziny γc, suplementacja 
IL-7 zapewniała najlepsze warunki do badania różnicowania limfocytów tTreg in vitro 
(Tab. 4). Obecność IL-7 w hodowlach tymocytów skutkowała ich większą żywotnością 
(Ryc. 25A), co jest zgodne ze znanym wpływem IL-7 na utrzymanie żywotności 
tymocytów poprzez zwiększanie ekspresji Bcl-2 [245][364][332][365]. Opublikowane 
w zeszłym roku wyniki badań Fana i wsp. potwierdziły istotną rolę IL-7 w utrzymaniu 
populacji limfocytów tTreg in vivo wykazując, że u myszy pozbawionych CD25, IL-7 
pozwala na zachowanie żywotności limfocytów tTreg in vivo [366]. IL-7 jest 
podstawową cytokiną zaangażowaną w indukcję proliferacji tymocytów in vivo 
(szczególnie w stadium DN) [230][364]. Wyniki badań innych Autorów, dotyczące 
wpływu egzogennej IL-7 na proliferację tymocytów w hodowlach płatów grasicy oraz 
z użyciem adpotywnego transferu tymocytów człowieka do myszy NOD/SCID 
(pozbawionych funkcjonalnych limfocytów T i B) wykazały jej potencjał do generowania 
de novo naiwnych limfocytów T [367]. Wykazano także, że sygnał od IL-7R jest kluczowy 
w rozwoju tymocytów już w stadium DN, a brak którejkolwiek z podjednostek receptora 
skutkuje zmniejszeniem całkowitej liczby tymocytów [368][369][370][364][371]. 
Prezentowane w niniejszej rozprawie wyniki badań potwierdziły wpływ IL-7 
na proliferację tymocytów in vitro (Ryc. 25B), który był różny dla poszczególnych 
populacji tymocytów (Ryc. 29A). Wiadomo, że ekspresja IL-7R zmienia się w trakcie 
rozwoju tymocytów: występuje jedynie w stadiach DN i SP (CD4+ i CD8+) [230][332], 
co koreluje z potencjałem poszczególnych populacji tymocytów do proliferacji pod 
wpływem tej cytokiny. Proliferacja tymocytów DP jest niezależna od IL-7 [364][372]. 
Przedstawiona w tej pracy analiza roli IL-7 potwierdziła jej pozytywny wpływ 
na proliferację tymocytów DN w warunkach in vitro oraz zmniejszenie intensywności 
proliferacji w populacji DP (Ryc. 29A). Tymocyty SP CD4+ również cechowała mała 
intensywność proliferacji pod wpływem IL-7 (Ryc. 29A) w porównaniu do proliferacji 
tymocytów SP CD8+, na co także wskazują inni Autorzy [373][374]. Wyniki badań 
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prezentowane w niniejszej rozprawie wykazały także pozytywny wpływ tej cytokiny 
na proliferację tymocytów CD4+CD25+ oraz limfocytów tTreg (Ryc. 29A).  
Wyniki przeprowadzonych badań wskazują również na wpływ IL-7 
na zwiększenie odsetka tymocytów SP CD4+ wśród tymocytów w hodowli (Ryc. 26A), co 
pozostaje w sprzeczności z wykazywanym przez innych Autorów wpływem tej cytokiny 
na różnicowanie tymocytów SP CD8+ wskutek indukcji ekspresji czynnika Runx3 [375]. 
Suplementacja IL-7 w opracowanym modelu skutkuje zwiększeniem odsetka tymocytów 
CD25+ w populacji SP CD4+ (Ryc. 26B). Wyniki badań innych Autorów wykazały udział 
IL-7 w modulacji ekspresji CD25 na limfocytach pTreg sugerując udział tego 
mechanizmu w zwiększeniu wrażliwości tych komórek na IL-2 [235]. Wyniki te są 
zbieżne z obserwacjami Bayera i wsp., którzy wykazali, że IL-2 i IL-7 są jedynymi 
cytokinami z rodziny γc, które fizjologicznie uczestniczą w rozwoju limfocytów tTreg 
[236]. Autorzy wskazali także na nową rolę IL-7 w rozwoju limfocytów o fenotypie 
CD4+CD25-Foxp3low w grasicy w niszach pozbawionych IL-2 [236].  
Wyniki badań niniejszej dysertacji wpisują się w koncepcję hipotezy ograniczonej 
niszy sformułowanej przez Taia i wsp. [224]. W koncepcji tej wskazuje się na rolę 
cytokin z rodziny γc w równoważeniu proapoptotycznego działania czynnika Foxp3 
w rozwoju limfocytów tTreg. Ograniczona dostępność cytokin z rodziny γc stanowi 
czynnik limitujący liczbę powstających limfocytów tTreg [224]. Prezentowane 
w niniejszej rozprawie wyniki wykazały, że suplementacja IL-7 do podłoża hodowlanego 
umożliwia skuteczną ekspansję limfocytów tTreg in in vitro.  
Jak wykazały badania Boymana, poziom proliferacji limfocytów T zależy od siły 
oddziaływania pomiędzy cząsteczkami TCR i kompleksem MHC II/własny peptyd 
[376][377]. Można zatem przypuszczać, że pod wpływem IL-7 należałoby oczekiwać 
bardziej intensywnej proliferacji limfocytów tTreg cechujących się obecnością 
receptorów TCR o wysokim powinowactwie do kompleksów MHC II/własny peptyd, co 
z kolei może stanowić czynnik selekcyjny w generowaniu limfocytów tTreg 
w zastosowanym modelu hodowli. 
Zważywszy, że IL-7 i TSLP wiązane są przez receptory zawierające podjednostkę 
IL-7α i aktywują czynnik STAT5, wydawało się prawdopodobne, że TSLP może 
wywierać podobny do IL-7 efekt na proliferację tymocytów. Wyniki badań 
przeprowadzonych przez Andersona i wsp. z wykorzystaniem myszy 
charakteryzujących się brakiem IL-7Rα wskazały na potencjalną rolę zarówno IL-7 jak 
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i TSLP w indukcji proliferacji tymocytów na późnych etapach ich rozwoju [378]. Wyniki 
prezentowane w niniejszej pracy nie potwierdzają jednak istotnego wpływu TSLP 
na zwiększenie proliferacji tymocytów (Ryc. 25B). Wykazano zaś pozytywny wpływ 
TSLP na wzrost odsetka tymocytów SP CD4+ (Ryc. 26A), co może być skutkiem 
mechanizmu sugerowanego przez Andersona [378]. W przeprowadzonych 
doświadczeniach nie zaobserwowano pozytywnego wpływu TSLP na powstawanie 
limfocytów tTreg in vitro (Ryc. 26C), co jest zgodne z wynikami innych Autorów [68]. 
Podobnie do IL-7, IL-15 aktywuje czynnik STAT5 i uczestniczy w regulacji 
praktycznie identycznego zestawu genów [242]. Pomimo licznych podobieństw między 
tymi cytokinami, opisane wyniki badań nie wykazały istotnej roli IL-15 w powstawaniu 
limfocytów tTreg in vitro. Odnotowano jedynie pozytywny wpływ IL-15 na żywotność 
i proliferację tymocytów w hodowli (Ryc. 25A i 25B) oraz zwiększenie odsetka 
tymocytów SP CD4+ (Ryc. 26A). Wyniki te potwierdzają obserwacje innych Autorów, 
wskazujących na zdolność IL-15 do utrzymania przeżywalności limfocytów T CD4+ 
nawet przy braku aktywacji z udziałem TCR [330][377]. Wydaje się, że zwiększenie 
odsetka tymocytów SP CD4+ w hodowli suplementowanej cytokinami z rodziny γc, 
w tym szczególnie IL-2, IL-7 i IL-15 może być wynikiem aktywacji czynnika STAT5, 
prowadzącej do wzrostu ekspresji czynnika Bcl-6, którego ekspresja jest typowa dla 
limfocytów T CD4+ [330]. Nie wykazano pozytywnego wpływu IL-15 na wzrost odsetka 
tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+ (Ryc. 26B). Zaobserwowany wzrost odsetka 
tymocytów Foxp3+ w populacji CD4+CD25+ (Ryc. 26C) pod wpływem tej cytokiny 
potwierdza wykazany przez innych Autorów udział IL-15 w indukcji ekspresji czynnika 
Foxp3 w komórkach prekursorowych limfocytów tTreg [366]. Wskazywano także 
na alternatywny szlak różnicowania limfocytów tTreg pod wpływem IL-15, w którym 
w pierwszym etapie indukowana jest ekspresja czynnika Foxp3 wskutek czego powstają 
tymocyty CD4+CD25-Foxp3+, a następnie obserwowana jest ekspresja CD25 [25]. 
Wyniki badań kolejnych Autorów nie potwierdziły krytycznej roli przekazu sygnału 
z udziałem IL-15 w powstawaniu limfocytów tTreg myszy [236]. Biorąc pod uwagę 
powyższe, rola IL-15 rozwoju limfocytów tTreg pozostaje niejednoznacznie określona 
i wymaga dalszych badań.  
Wyniki przeprowadzonych badań nie wykazały wpływu IL-4 na zwiększenie 
żywotności tymocytów w hodowli (Ryc. 25A) ani ich proliferacji (Ryc. 25B). Być może, 
podobnie jak u człowieka, pod wpływem IL-4 może dochodzić do zmniejszenia ekspresji 
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IL-7R, co z kolei może skutkować brakiem pozytywnego wpływu na proliferację 
tymocytów [252]. Udział IL-4 w rozwoju limfocytów T CD8+ [253] uzasadniałby zaś 
brak zwiększenia odsetka tymocytów SP CD4+ w hodowlach suplementowanych IL-4 
(Ryc. 26A). Zwiększenie odsetka tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+ (Ryc. 26B) 
wskazuje raczej na aktywację tymocytów pod wpływem IL-4, niż ich różnicowanie 
w kierunku limfocytów tTreg (na brak zwiększenia odsetka tymocytów Foxp3+ 
w populacji CD4+CD25+ (Ryc. 26C). Uzyskane wyniki wskazują na nieprzydatność IL-4 
do uzyskiwania limfocytów tTreg in vitro w opracowanym modelu hodowli. 
Wykazano pozytywny wpływ IL-21 na żywotność i proliferację tymocytów (Ryc. 
25). Pomimo przynależności do cytokin z rodziny γc, IL-21 nie wpływa na indukcję 
różnicowania limfocytów tTreg (Ryc. 26), czego przyczyną może być przewaga szlaku 
sygnałowego z udziałem STAT3 nad STAT5 jak w przypadku IL-2, IL-7 i IL-15 [379]. W 
efekcie IL-21 stanowi czynnik wpływający na różnicowanie limfocytów Th17 [380] i nie 
wydaje się przydatna do generowania limfocytów tTreg in vitro. Z drugiej strony, 
prezentowane w rozprawie wyniki potwierdziły jej pozytywny wpływ na żywotność 
i proliferację tymocytów in vitro. Wykazano także potencjał IL-21 do generowania 
limfocytów tTreg in vitro w obecności TGF-β w hodowlach 3-dniowych. Wydłużenie 
czasu hodowli do 7 dni skutkowało zaś obniżeniem efektywności ich powstawania (Ryc. 
28). Rola IL-21 w rozwoju limfocytów tTreg pozostaje zatem niejednoznaczna i wymaga 
dalszych badań. 
Wyniki badania roli TGF-β w indukcji powstawania limfocytów tTreg w grasicy nie 
są jednoznaczne [381][69][259][257][258][56][260]. Z jednej strony, u myszy 
pozbawionych TGF-β różnicowanie limfocytów tTreg w grasicy zachodzi w sposób 
niezaburzony [382]. Z drugiej strony, w pierwszym tygodniu życia myszy, gdy tymocyty 
nie wykazują ekspresji TGF-βRI nie dochodzi także do powstawania limfocytów tTreg 
[259][56].  
W niniejszej rozprawie zaprezentowano wyniki wskazujące na pozytywny wpływ 
TGF-β na indukcję ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxp3 w limfocytach tTreg 
w opracowanym modelu hodowli in vitro (Ryc. 29B), co jest zgodne z ostatnimi 
wynikami badań Chena i Konkel, które wykazały, że przy aktywacji z udziałem TCR, 
TGF-β indukuje transkrypcję genu Foxp3 [69]. Sugeruje się także, że rola TGF-β 
w powstawaniu limfocytów tTreg nie polega na udziale w ich różnicowaniu, lecz 
na działaniu przeciwapoptotycznym [261]. 
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Udział TGF-β w różnicowaniu tymocytów w limfocyty tTreg jest szczególnie 
interesujący w kontekście wykazanej ostatnio syntezy tej cytokiny przez DC, TEC 
i makrofagi wskutek apoptozy tymocytów w grasicy [56][262]. Wydaje się, 
że wykorzystanie komórek JAWS II w opracowanym modelu hodowli może w pewnym 
zakresie odwzorowywać mikrośrodowisko grasicy, w którym apoptoza tymocytów 
prowadzi do produkcji TGF-β przez komórki dendrytyczne i nabłonkowe [56][262], co 
stanowi dodatkowy czynnik sprzyjający powstawaniu limfocytów tTreg. Potwierdzenie 
tego sugerowanego mechanizmu wymaga jednak przeprowadzenia dalszych badań. 
Analiza wpływu pojedynczych cytokin na żywotność i proliferację tymocytów in 
vitro oraz ich różnicowanie w limfocyty tTreg wskazała na największy potencjał IL-2, IL-
7, IL-21 (w utrzymywaniu żywotności i proliferacji tymocytów) oraz TGF-β (w indukcji 
ekspresji Foxp3) jako cytokin, których zestaw mógłby skutkować zwiększeniem 
wydajności uzyskiwania limfocytów tTreg in vitro. 
 Spośród badanych par: IL-2+TGF-β; IL-7+TGF-β i IL-21+TGF-β, najwyższą 
wydajność uzyskiwania limfocytów tTreg in vitro w hodowlach 3 dniowych wykazano 
dla par: IL-7 i TGF-β oraz IL-21 i TGF-β (Fig. 28A). W hodowlach 7 dniowych najwyższą 
efektywność uzyskiwania limfocytów tTreg wykazano dla IL-7 i TGF-β (Fig. 28B) 
i ten zestaw cytokin uznano za optymalny do generowania limfocytów tTreg in vitro 
w opracowanym modelu hodowli, a następnie wykorzystano w dalszych badaniach 
mechanizmu powstawania i aktywności supresyjnej limfocytów tTreg. Uzyskane 
rezultaty są zbieżne z wynikami wskazującymi na indukcję powstawania limfocytów 
tTreg w hodowlach in vitro aktywowanych tymocytów człowieka, suplementowanych 
TGF-β jednocześnie z IL-2 lub IL-7 lub IL-15 [383]. 
W oparciu o analizę wpływu IL-7 i TGF-β na proliferację i różnicowanie tymocytów 
w limfocyty tTreg (Ryc. 29) zasugerowano następujący przebieg ich rozwoju in vitro 
(Ryc. 41): Pod wpływem IL-7 dochodzi do intensyfikacji proliferacji tymocytów DN 
(Ryc. 29A)[384]. Biorąc pod uwagę, że tylko 5% tymocytów osiąga dojrzałość i przeżywa 
proces selekcji [242], oraz że tymocyty wykazują dużą wrażliwość na indukcję apoptozy 
w hodowlach in vitro, istnieje duże prawdopodobieństwo, że w trakcie hodowli dochodzi 
do masowej apoptozy tych komórek. W obecności w hodowli komórek JAWS II, 
nie obserwuje się nagromadzenia martwych komórek i ciałek apoptotycznych, gdyż 
ulegają one endocytozie przez komórki JAWS II [328]. Antygeny zawarte w ciałkach 
apoptotycznych mogą być prezentowane w kompleksach MHC II/własny peptyd, i  przy 
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zapewnieniu tymocytom silnego sygnału z udziałem TCR/CD3, tworzą warunki 
korzystne dla powstawania limfocytów tTreg. IL-7 wydaje się odgrywać rolę w indukcji 
ekspresji czynnika Foxp3 w tymocytach DP (Ryc. 29B). Brak zwiększenia poziomu 
proliferacji tymocytów SP CD4+ (Ryc. 29A), przy jednoczesnym zwiększeniu ich odsetka 
w hodowli (Ryc. 26A), może wskazywać na rolę IL-7 w różnicowaniu tymocytów 
w kierunku SP CD4+. Ponadto IL-7 wydaje się odgrywać rolę w indukcji ekspresji CD25 
(Ryc. 26B) i dalszej proliferacji limfocytów tTreg (Ryc. 29). Rola TGF-β w powstawaniu 
limfocytów tTreg obejmuje indukcję ekspresji czynnika Foxp3 w tymocytach 
CD4+CD25+ (Ryc. 29B).  
 
 
  
RYC. 41 HIPOTETYCZNY SZLAK GENEROWANIA LIMFOCYTÓW tTREG IN VITRO: ROLA 
KOMÓREK PREZENTUJĄCYCH ANTYGEN I CYTOKIN W OPRACOWANYM MODELU HODOWLI: 
a/ IL-7 indukuje proliferację tymocytów DN; b/ komórki JAWS II uczestniczą w selekcji 
tymocytów poprzez usuwanie komórek apoptotycznych i prezentację antygenów własnych, 
co skutkuje różnicowaniem tymocytów SP CD4+, a wśród nich limfocytów tTreg; c/ IL-7 
indukuje ekspresję Foxp3w tymocytach DP; d/ IL-7 kieruje różnicowanie tymocytów DP 
do SP CD4+; e/ IL-7 indukuje ekspresję CD25; f/ IL-7 indukuje proliferację tymocytów 
CD4+CD25+; g/ TGF-β indukuje ekspresję Foxp3; h/ IL-7 wpływa na wzrost odsetka 
tymocytów CD4+CD25+Foxp3+ wskutek proliferacji. 
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WNIOSKI 
 
Powyższe wyniki potwierdziły Hipotezę (2): w rozwoju limfocytów tTreg ważną 
rolę odgrywają nie pojedyncze cytokiny, lecz ich zestaw, którego zastosowanie w hodowli 
tymocytów wpływa na efektywność uzyskiwania dojrzałych limfocytów tTreg. 
Do efektywnego powstawania limfocytów tTreg, wymagana jest obecność co najmniej 
jednej z cytokin spośród IL-2, IL-15 lub IL-7 [223][385], ale sama suplementacja IL-2 
nie  jest kluczowa. Dodatkowo TGF-β zwiększa efektywność uzyskiwania limfocytów 
tTreg w opracowanym modelu hodowli. 
6.3 Limfocyty tTreg mogą powstawać z komórek prekursorowych, jak 
również w drodze indukcji  
 
Dotychczas uważano, że powstające w grasicy limfocyty tTreg powstają wyłącznie 
z komórek prekursorowych. Powszechnie uznawana ścieżka rozwoju naturalnych 
limfocytów T regulatorowych zakłada, że powstają z komórek prekursorowych 
różnicując kolejno przez stadia DN, DP, SP CD4+ i dalej wśród tymocytów SP CD4+ 
kolejno do tymocytów CD4+25-GITR-Foxp3-, CD4+CD25+GITR+Foxp3-i ostatecznie 
CD4+CD25+GITR+Foxp3+ [148][149][150][151][181]. Limfocyty T regulatorowe 
w grasicy powstają z komórek prekursorowych zgodnie z teorią Hsieh, jednak możliwy 
jest ich rozwój również w drodze indukcji. Różnicowanie limfocytów T regulatorowych 
w obwodowych narządach limfoidalnych w drodze indukcji z limfocytów T CD4+CD25- 
wskutek aktywacji w środowisku TGF-β, wynika z indukcji ekspresji Foxp3 przez tę 
cytokinę [47]. Wykazano, że do grasicy mogą migrować komórki dendrytyczne 
z obwodowych narządów limfoidalnych [347][317][318][319]. Wskazywano również 
na repertuar TCR pochodzących z grasicy limfocytów Treg, który okazał się podobny 
do repertuaru TCR limfocytów pTreg, sugerując, że selekcja limfocytów tTreg w grasicy 
może odbywać się także w oparciu o antygeny występujące w obwodowych narządach 
limfoidalnych [176]. Kolejna hipoteza niniejszej pracy, zakładała powstawanie in vitro 
limfocytów tTreg z komórek prekursorowych i w drodze indukcji. 
W modelu hodowli zawierającej wszystkie populacje tymocytów występujące 
w grasicy uzyskiwano limfocyty tTreg in vitro (Ryc. 20). W tym samym modelu, 
w  hodowli pozbawionej tymocytów CD25+GITR+ nie obserwowano obecności 
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limfocytów tTreg (Ryc. 30B), co wskazuje na ich rozwój z komórek prekursorowych, 
a nie wskutek indukcji. W hodowli pozbawionej komórek prekursorowych limfocytów 
tTreg uzyskiwano limfocyty tTreg w środowisku IL-7 i TGF-β, co świadczy o możliwości 
ich powstawania w drodze indukcji (Ryc. 30B). Powstawanie limfocytów tTreg 
w obecności TGF-β podawanego jednocześnie z IL-2 lub IL-7 lub IL-15 wykazali także 
inni Autorzy w hodowlach in vitro aktywowanych tymocytów człowieka [383]. 
Na podstawie uzyskanych wyników można przypuszczać, że w hodowlach in vitro całej 
populacji tymocytów z zastosowaniem opracowanego modelu w obecności IL-7 i TGF-β 
limfocyty tTreg powstają zarówno z komórek prekursorowych i w drodze indukcji.  
Do badania aktywności supresorowej uzyskanych in vitro limfocytów tTreg 
wybrano zatem warunki hodowli, w których limfocyty tTreg powstawały na drodze obu 
mechanizmów. Aktywność supresyjna uzyskanych w ten sposób limfocytów tTreg 
nie różniła się od aktywności limfocytów tTreg izolowanych bezpośrednio z grasicy, 
niezależnie od płci myszy (Ryc. 31). Świadczy to o przydatności opracowanego modelu 
hodowli do uzyskiwania funkcjonalnych biologicznie limfocytów tTreg. 
Jeden z mechanizmów supresji z udziałem limfocytów tTreg polega na wydzielaniu 
cytokin supresorowych takich jak TGF-β i IL-10. Małe stężenia obu cytokin wykrywane 
w supernatantach pohodowlanych pozwalają wątpić w ten mechanizm supresji, 
sugerując udział innych sposobów działania (Ryc. 32), co wykraczało poza zaplanowany 
podstawowy zakres badań. 
 
 
 
WNIOSKI 
 
1. Wyniki badań potwierdziły Hipotezę 3: Limfocyty tTreg mogą powstawać z komórek 
prekursorowych, jak również w drodze indukcji. Wykazano, iż:  
a. Uzyskiwane w opracowanym modelu hodowli limfocyty tTreg (Ryc. 20), 
powstają z limfocytów prekursorowych CD25+GITR+, co potwierdzono 
brakiem dojrzałych limfocytów tTreg w hodowli po usunięciu populacji 
komórek prekursorowych limfocytów tTreg (Ryc. 30B),  
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b. Suplementacja podłoża hodowlanego cytokinami: IL-7 i TGF-β indukowała 
powstawanie limfocytów tTreg in vitro, co potwierdzono obecnością 
limfocytów tTreg w warunkach hodowli pozbawionej tymocytów 
prekursorowych CD25+GITR+ (Ryc. 30B). 
2. Uzyskane in vitro limfocyty tTreg zachowały aktywność supresyjną podobną do 
limfocytów tTreg występujących fizjologicznie w grasicy, co świadczy o skuteczności 
modelu w uzyskiwaniu aktywnych funkcjonalnie limfocytów tTreg. 
3. Mechanizm działania uzyskanych in vitro limfocytów tTreg nie zależy od 
wydzielanych cytokin supresorowych: IL-10 i TGF-β. 
 
6.4 W opracowanym modelu hodowli glukokortykoidy mogą pełnić rolę 
czynnika selekcyjnego w rozwoju limfocytów tTreg  
 
Glukokortykoidy stanowią istotny czynnik w rozwoju tymocytów 
charakteryzujący się plejotropowością działań w tym procesie. Z jednej strony GC znane 
są jako czynnik indukujący apoptozę tymocytów, z drugiej strony ich brak prowadzi 
do hipertrofii grasicy [386][387]. Uważa się, że GC mogą prowadzić do powstawania 
limfocytów tTreg w sposób bezpośredni poprzez indukcję ekspresji czynnika Foxp3 
w komórkach prekursorowych, co opisano w przypadku pTreg [70][71]. Jak wykazały 
wyniki najnowszych badań roli tych hormonów w rozwoju i funkcji limfocytów tTreg, 
podawanie GC in vivo skutkuje zwiększeniem odsetka tTreg w grasicy oraz 
zwiększeniem ekspresji czynnika Foxp3 [57]. Zważywszy, że wyniki uzyskane przez 
innych badaczy wskazują na bezpośredni pozytywny wpływ GC na ekspansję limfocytów 
Treg u myszy [73] i człowieka [72], w niniejszej pracy przeprowadzono badania, w celu 
weryfikacji aktywności syntetycznego glukokortykoidu, deksametazonu w powstawaniu 
limfocytów tTreg w opracowanym modelu hodowli tymocytów z komórkami JAWS II. 
Inspiracją do tej części badań była teoria „wzajemnego antagonizmu” 
Zacharchuka i Vacchio wskazująca na rolę GC w hamowaniu apoptozy indukowanej 
aktywacją z udziałem TCR. Zgodnie w tym modelem przeżywalność i dalszy rozwój 
tymocytów DP w procesie selekcji w grasicy uzależnione są od równowagi pomiędzy 
sygnałami od TCR i GCR [281][282][285]. W badaniach zastosowano różne stężenia 
deksametazonu przy niezmienionym poziomie sygnału aktywacji z udziałem TCR 
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dostarczanego przez przeciwciała anty-CD3. Suplementacja Dex spowodowała 
statystycznie istotne zwiększenie odsetka tymocytów SP CD4+ w hodowli (Ryc. 35A). 
Efekt ten wykazano przy stężeniach Dex, które nie zmniejszały żywotności tymocytów, 
z wyjątkiem stężenia 1nM powodującego umiarkowany spadek żywotności tymocytów 
izolowanych z samców myszy (Ryc. 33A). Uzyskane rezultaty są zgodne z najnowszymi 
wynikami badań innych Autorów, którzy wskazują na wpływ GC in vivo na zmiany 
w proporcji głównych populacji tymocytów w grasicy myszy obejmujące zmniejszenie 
odsetka tymocytów DP i zwiększenie odsetka tymocytów DN, SP CD4+ i SP CD8+ [57]. 
W stężeniach Dex, które nie indukowały dużego spadku żywotności tymocytów 
obserwowany wzrost odsetka tymocytów SP CD4+ był większy niż SP CD8+. Można 
zatem wnioskować, że deksametazon może działać, jako czynnik selekcyjny w rozwoju 
tymocytów SP CD4+ in vitro, jednakże w ograniczonym zakresie stężeń. Obecność Dex 
w hodowli nie miała wpływu na odsetek tymocytów Foxp3+ w populacji CD4+CD25+ 
(Ryc. 35C). 
Drugim możliwym mechanizmem wpływu glukokortykoidów na rozwój 
limfocytów tTreg in vitro może być jego oddziaływanie na komórki prezentujące 
antygen poprzez modulację ekspresji cząsteczek ważnych w aktywacji tymocytów. Pod 
wpływem Dex wykazano zmniejszenie odsetka MHC II-pozytywnych komórek JAWS II 
oraz poziomu ekspresji tych białek (Ryc. 34A). 
Dostarczenie sygnału kostymulacyjnego wskutek interakcji białka CD28 
z ligandami CD80/CD86 jest niezbędne w rozwoju Treg w grasicy i obwodowych 
narządach limfoidalnych [388][178], a niedobór ekspresji tych cząsteczek skutkuje 
zmniejszeniem liczby limfocytów tTreg i pTreg [177][389]. Wiadomo także, że limfocyty 
Treg charakteryzuje bardziej efektywne wykorzystanie sygnału od CD28, dzięki czemu 
ulegają aktywacji przy słabszym sygnale z udziałem CD28 niż limfocyty Tkonw [390]. 
Wykorzystane w modelu hodowli komórki JAWS II wykazują słabą ekspresję ligandów 
CD28, co dodatkowo, stwarza możliwość badania czynników modulujących ich fenotyp 
i funkcje. Pod wpływem Dex wykazano zmniejszenie ekspresji CD86 (Ryc. 34B) 
na komórkach JAWS II, ale nie zaobserwowano zmian ekspresji CD80 (Ryc. 34C). Uważa 
się, że cząsteczka CD86 zaangażowana jest raczej w aktywację konwencjonalnych 
limfocytów T, a obniżenie jej ekspresji na APC w naturalny sposób prowadzi 
do zwiększenia szansy na interakcję pomiędzy cząsteczkami CD28 i CD80 [391]. Wyniki 
badań innych Autorów wykazały, że cząsteczka CD80 angażowana jest częściej 
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w interakcję z CTLA-4, co może sprzyjać powstawaniu limfocytów Treg [392]. 
Zmniejszenie ekspresji cząsteczki CD86 na komórkach JAWS II pod wpływem Dex 
wydaje się zatem sprzyjać interakcji CD80-CD28 przyczyniając się do powstawania 
limfocytów tTreg.  
W niniejszej rozprawie spośród cząsteczek kostymulatorowych uczestniczących 
w wytwarzaniu tTreg omawiana jest głównie rola cząsteczki CD28 i jej interakcji 
z białkami B7 (CD80 i CD86) ulegającymi ekspresji na powierzchni APC. Należy jednak 
pamiętać, że znane są również inne cząsteczki kostymulatorowe, które nie były 
przedmiotem opisywanych tu badań, a mogą odgrywać istotną rolę w rozwoju Treg. 
Przykładami takich oddziaływań mogą być np. interakcje CD40L - CD40, ICOS - ICOSL 
PD-1 - PD-L1/PD-L2, oraz OX40 - OX40L [393][394][395][396]. Analiza wszystkich tych 
interakcji wykracza poza zakres niniejszej pracy, jednakże wykorzystanie 
w opracowanym modelu komórek JAWS II o niedojrzałym fenotypie  umożliwia badanie 
roli czynników modulujących ekspresję tych cząsteczek. 
Trzecią rozważaną możliwością selekcyjnego działania Dex, prowadzącą 
do zwiększenia odsetka limfocytów tTreg, w opracowanym modelu hodowli był wpływ 
na indukcję apoptozy tymocytów, w zależności od ich stadium rozwoju (Ryc. 37). 
Poszczególne populacje tymocytów cechuje zróżnicowana wrażliwość na apoptozę 
indukowaną glukokortykoidami [72][73][397]. Podobnie jak w innych badaniach 
[387][398], w zastosowanym modelu hodowli najbardziej wrażliwe okazały się 
tymocyty DP (Ryc. 37A), co skutkowało zmniejszeniem ich odsetka w hodowli 
(Ryc. 35A). Dex nie wpłynął na żywotność tymocytów w populacji SP CD4+ (z wyjątkiem 
największego stężenia Dex w hodowli tymocytów izolowanych od samic). Wzrost 
odsetka tymocytów SP CD4+ wynikał zatem z ich największej oporności na apoptozę 
indukowaną glukokortykoidami [290][387][398]. W przeciwieństwie do wykazanej 
przez Chena i wsp. dużej żywotności tymocytów CD4+CD25+ w hodowli pod wpływem 
Dex [73], wyniki badań uzyskane z wykorzystaniem modelu hodowli wykazały 
zmniejszoną żywotność tymocytów CD4+CD25+ w porównaniu z tymocytami 
CD4+CD25- (Ryc. 37B). Przyczyną może być niejednorodność tymocytów CD4+CD25+ 
stanowiących mieszaninę aktywowanych limfocytów Tkonw oraz limfocytów tTreg i ich 
prekursorów. Dojrzałe tTreg cechowała żywotność na poziomie bliskim 100% 
niezależnie od stosowanego stężenia Dex, w przeciwieństwie do tymocytów Foxp3-, 
których żywotność była znacznie mniejsza (Ryc. 37B).  
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Opisywane w literaturze różnice w żywotności limfocytów Treg pod wpływem 
GC pozostają kontrowersyjne ze względu na stosowane metody: oznaczanie limfocytów 
Treg w obwodowych narządach limfoidalnych [71], identyfikację limfocytów Treg 
wyłącznie w oparciu o fenotyp CD4+CD25+ [73][399] oraz oznaczanie żywotności 
w warunkach suplementacji IL-2 [71]. Opublikowane w zeszłym roku wyniki badań 
grupy Berkiego wykazały wzrost odsetka limfocytów tTreg pod wpływem GC 
podawanych in vivo, spowodowany zmniejszeniem żywotności innych populacji 
tymocytów [57]. Wydaje się zatem, że słuszna jest koncepcja zakładająca selekcyjny 
wpływ GC na powstawanie limfocytów tTreg wskutek ich mniejszej wrażliwości na 
indukcję apoptozy. Sugerowany do tej pory wpływ Dex na indukcję czynnika Foxp3 nie 
został potwierdzony przez wyniki badań przedstawionych w tej dysertacji. Zbieżność 
zaprezentowanych w niniejszej pracy wyników uzyskanych in vitro z obserwacjami in 
vivo grupy Berkiego [57] wskazuje na podobne mechanizmy działania GC w obu 
warunkach, stanowiąc o przydatności opracowanego modelu hodowli do badania 
czynników istotnych w rozwoju limfocytów tTreg. 
Wyniki badań z wykorzystaniem glukokortykoidów jako czynnika selekcyjnego 
w rozwoju tTreg in vitro wykazały szereg różnic zależnych od płci. Tymocyty samic 
cechowała mniejsza żywotność po aktywacji przeciwciałami anty-CD3, ale były mniej 
wrażliwe na apoptozę indukowaną przez Dex (Ryc. 33A). Różnice zależne od płci miały 
głównie charakter ilościowy. Zmiany w odsetkach tymocytów SP CD4+ i SP CD8+ 
w hodowlach w obecności największego stężenia Dex wydają się wynikać z innego 
progu wrażliwości tymocytów samców i samic na indukcję apoptozy. Odwrotnie niż 
w warunkach fizjologicznych, niższy odsetek limfocytów tTreg uzyskiwano in vitro 
w hodowli tymocytów samców (Ryc. 39), co może wynikać z ich większej wrażliwości 
na indukcję apoptozy przez deksametazon [266]. 
WNIOSKI 
 
Przedstawione wyniki potwierdziły Hipotezę 4: W opracowanym modelu hodowli 
glukokortykoidy mogą pełnić rolę czynnika selekcyjnego w rozwoju limfocytów tTreg. 
W opracowanym modelu potwierdzono wpływ Dex na powstawanie tTreg in vitro 
na drodze dwóch z trzech zakładanych mechanizmów. 
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A. Wykazano zróżnicowaną wrażliwość tymocytów na indukcję apoptozy przez GC, 
skutkującą zależnym od dawki Dex zwiększeniem odsetka tymocytów SP CD4+ oraz 
limfocytów tTreg w hodowli in vitro.  
B. Nie potwierdzono selektywnego wpływu Dex na indukcję ekspresji czynnika Foxp3. 
Trudno ocenić przydatność opracowanego modelu do prowadzenia badań nad rolą 
równowagi sygnałów od GCR i TCR w rozwoju limfocytów tTreg.  
C. Wykazano wpływ Dex na modulację ekspresji cząsteczek kostymulatorowych 
na komórkach JAWS II: utrzymanie niskiego poziomu ekspresji CD86 sprzyja 
interakcji CD80-CD28, która wydaje się odgrywać ważniejszą rolę w powstawaniu 
tTreg in vitro.  
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6.5 Opracowany model hodowli można wykorzystać  do badania potencjału 
tymocytów starych myszy do różnicowania w limfocyty tTreg  
 
Wraz z postępującymi z wiekiem zmianami w układzie odpornościowym, liczba 
tymocytów ulega zmniejszeniu. Obserwuje się różnice w rozkładzie głównych populacji 
tymocytów obejmujące zwiększenie odsetka tymocytów DN, zmniejszenie odsetka 
tymocytów DP oraz zwiększenie odsetka tymocytów SP CD4+. W przebiegu starzenia 
obserwuje się także zwiększenie odsetka tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+, zaś 
zmiany w odsetku limfocytów tTreg są dyskusyjne [304][305]. Aby zweryfikować 
użyteczność opracowanego modelu hodowli tymocytów do badania rozwoju limfocytów 
tTreg starych myszy, przeprowadzono pilotażowe badania obejmujące analizę 
żywotności, proliferacji i różnicowania tymocytów in vitro. Wykazano większą 
żywotność tymocytów pochodzących od myszy starych niezależnie od płci (Ryc. 38). 
Uzyskane wyniki są zgodne z obserwacjami innych badaczy, którzy wykazali zwiększoną 
oporność tymocytów starych myszy na indukcję apoptozy zarówno spontanicznej jak 
i indukowanej glukokortykoidami [400]. Tymocyty starych osobników wykazały także 
większą zdolność do proliferacji (Ryc. 39). Uzyskane wyniki są sprzeczne z wykazanym 
in vivo osłabieniem proliferacji tymocytów myszy starych [401]. Może to wynikać 
ze zmian samych komórek stromalnych grasicy i ich interakcji z tymocytami, które 
w hodowli in vitro kompensowane są przez oddziaływania z komórkami JAWS II 
i zastosowanie przeciwciał anty-CD3. 
Wstępne wyniki badania różnicowania tymocytów myszy starych w limfocyty tTreg 
in vitro w opracowanym modelu wykazały szereg podobieństw do tego procesu 
w    hodowli tymocytów myszy młodych. Odsetki populacji tymocytów SP CD4+, 
CD4+CD25+ oraz limfocytów tTreg były porównywalne z odsetkami uzyskanymi 
w hodowlach tymocytów myszy młodych (Ryc. 40).  
Porównanie składu odsetkowego populacji tymocytów in vitro i in vivo wykazało 
nieliczne podobieństwa i szereg różnic (Ryc. 40). W hodowli tymocytów myszy starych 
wykazano większy odsetek tymocytów SP CD4+, podobnie jak w warunkach 
fizjologicznych [304]. Nie zaobserwowano zależnych od wieku czy płci myszy różnic 
w odsetku tymocytów CD25+ w populacji SP CD4+, co jest sprzeczne z wykazanym 
in vivo zwiększeniem odsetka tej populacji u myszy starych [304]. W hodowlach 
tymocytów starych samic wykazano większy odsetek limfocytów tTreg w populacji 
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CD4+CD25+ w porównaniu do odsetka w hodowlach tymocytów młodych samic, 
podobnie jak w warunkach fizjologicznych [304]. Odwrotny efekt zaobserwowano 
w hodowli tymocytów samców. 
Skuteczność uzyskiwania limfocytów tTreg in vitro z tymocytów myszy starych 
w modelu hodowli była większa w hodowlach tymocytów samic (Ryc. 40C) mimo 
większego odsetka tTreg występującego fizjologicznie u samców [320][402]. Finalnie 
większy odsetek limfocytów tTreg obserwowany w hodowlach tymocytów samic wydaje 
się być efektem bardziej intensywnej proliferacji tymocytów, co jest zgodne z opisywaną 
w literaturze dynamiką proliferacji limfocytów T zależnie od płci [320][402].  
 
WNIOSKI 
 
Opracowany model hodowli wydaje się użyteczny w badaniu rozwoju limfocytów 
tTreg myszy starych. Uzyskane wyniki dotyczące żywotności, proliferacji i różnicowania 
tymocytów były porównywalne z wynikami w hodowlach tymocytów myszy młodych. 
Z drugiej strony, nie stanowiły one odwzorowania prawidłowości obserwowanych 
fizjologicznie u starych osobników. Stosując opracowany model należy zatem mieć 
świadomość, że stanowi on narzędzie do badania samych komórek, ale nie odwzorowuje 
mikrośrodowiska grasicy, które wykazuje różnice w zależności od wieku i płci myszy, 
ale również z tego powodu stwarza możliwości badania właśnie roli mikrośrodowiska. 
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7 WNIOSKI KOŃCOWE  I PERSPEKTYWY 
 
Ostatnie lata stanowią okres bardzo intensywnego rozwoju immunologii. 
Niedawne teorie i odkrycia naukowe stają się dziś podstawą nowych terapii 
testowanych w badaniach klinicznych, co widać także w przypadku limfocytów Treg 
wykorzystywanych w immunoterapii chorób autoimmunizacyjnych, alergii, czy po 
przeszczepie narządów [403]. W przeciwieństwie do licznych modeli hodowli 
umożliwiających uzyskiwanie pTreg oraz badanie czynników wpływających na ich 
powstawanie i funkcje supresyjne, nie zaproponowano dotychczas modelu hodowli, 
który umożliwiałby prowadzenie analogicznych badań in vitro limfocytów 
pochodzących z grasicy.  
W niniejszej pracy przedstawiono nowy model hodowli in vitro tymocytów 
umożliwiający skuteczne uzyskiwanie limfocytów tTreg oraz wskazano niektóre 
czynniki, które w sposób selekcyjny sprzyjają powstawaniu tych komórek 
z występujących fizjologicznie w grasicy tymocytów o różnym stopniu dojrzałości. 
Wykazano, że: 
1. Efektywne uzyskiwanie limfocytów tTreg z występujących fizjologicznie w grasicy 
tymocytów wymaga obecności komórek dendrytycznych (sprzyjają powstawaniu 
tymocytów SP CD4+, endocytują komórki apoptotyczne zapewniając utrzymanie 
dużej żywotności tymocytów w hodowli) oraz silnego sygnału aktywacji z udziałem 
kompleksu TCR/CD3 (sprzyja różnicowaniu tymocytów w limfocyty tTreg in vitro). 
2. W rozwoju limfocytów tTreg w opracowanym modelu hodowli ważną rolę 
odgrywają nie pojedyncze cytokiny, lecz ich określony zestaw, który wpływa na 
wydajność uzyskiwania limfocytów tTreg (spośród badanych cytokin warunek ten 
spełniły IL-7 i TGF-β). 
3. Limfocyty Treg uzyskiwane w modelu hodowli mogą powstawać z komórek 
prekursorowych oraz w drodze indukcji.  
4. Uzyskane in vitro limfocyty tTreg zachowują aktywność supresyjną, a jej poziom nie 
różni się od limfocytów tTreg występujących fizjologicznie w grasicy. Supresyjny 
mechanizm działania uzyskanych tTreg nie zależy od cytokin supresorowych IL-10 i 
TGF-β. 
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5. W opracowanym modelu hodowli, deksametazon może pełnić rolę czynnika 
selekcyjnego w rozwoju limfocytów tTreg poprzez zróżnicowaną wrażliwość 
tymocytów na indukcję apoptozy, oraz wpływ na modulację ekspresji CD86 
na komórkach JAWS II. 
Zaprezentowany model hodowli umożliwia uzyskiwanie limfocytów tTreg 
w hodowli niesortowanych, występujących fizjologicznie w grasicy tymocytów o różnym 
stopniu dojrzałości, co umożliwia prowadzenie badań nad ich różnicowaniem. Istotną 
zaletą opracowanego modelu jest zachowanie interakcji tymocyt – APC. Zastosowane 
komórki JAWS II cechuje stabilność i łatwość hodowli, co stanowi zaletę opracowanego 
modelu hodowli [326][328][404], a ich niedojrzały fenotyp umożliwia badanie roli 
czynników modulujących ekspresję cząsteczek kostymulatorowych ważnych w 
powstawaniu i funkcji supresyjnej limfocytów tTreg. Powyższe zalety czynią 
opracowany model dogodnym narzędziem do prowadzenia badań roli wybranych 
czynników w różnicowaniu limfocytów tTreg in vitro, będących aktualnie obiektem 
intensywnego zainteresowania w kontekście wdrażanych nowych terapii opartych o 
limfocyty Treg. 
Opracowany model może posłużyć jako dobre narzędzie do kontynuacji badań 
limfocytów tTreg, które nie weszły w zakres niniejszej rozprawy:  
- znaczenie modyfikacji epigenetycznych powstających in vitro tTreg (analiza 
demetylacji sekwencji w locus Foxp3), 
- rola bezpośredniego kontaktu tymocyt - APC w kontekście synapsy immunologicznej 
i zachodzących w jej obrębie procesów, 
- zależność mechanizmów supresji od mechanizmu powstawania limfocytów tTreg 
(z tymocytów prekursorowych lub wskutek indukcji), 
- rola czynników modulujących dojrzewanie i zdolność komórek dendrytycznych 
do prezentacji antygenów w rozwoju tTreg. 
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